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关于 本 书 


对 于 一 个 生物 威胁 能 够 以 和 环境 、 
健康 或 防卫 问题 相关 的 多 种 形式 发 生 的 
世界 来 说 ， 对 多 功能 生物 传 感 平台 的 需 
求 显得 至 关 重 要 。 人 生物 传感器 的 目标 是 
识别 和 量化 一 个 或 多 个 生物 物种 。 不 管 
被 生物 传感器 标 靶 的 生物 物种 是 什么 类 
型 的 ， 对 于 一 个 成 功 的 生物 传 感 过程 来 
说 ， 最 基本 的 要 求 是 一 样 的 : 最 好 的 特 
异性 、 灵 敏 度 、 最 短 的 分 析 时 间 以 及 对 
于 一 些 特定 应 用 来 说 的 便携 性 ， 例 如 护 
理 点 分 析 。 

在 很 多 配置 似乎 满足 这 些 要 求 中 一 
些 或 全 部 的 技术 背景 下 ， 对 于 微机 械 在 
提供 新 型 生物 传感器 中 所 扮演 的 角色 的 
理解 很 重要 ， 这 些 生物 传感器 将 针对 需 
要 高 度 灵 敏 的 、 便 携 的 ( 从 而 被 集成 ， 
且 具 有 较 低 的 功 耗 ) 、 无 标记 的 传 感 平 
台 应 用 。 本 书 作者 对 基于 微机 电 系 统 
(MEMS ) 的 生物 传感器 这 一 领域 进行 
了 阐述 ， 并 在 不 忽略 开创 性 的 参考 资料 
或 产品 的 同时 ， 对 小 型 化 生物 传感器 目 
前 的 格局 进行 了 简要 介绍 。 

本 书 的 章节 涵盖 了 适合 小 型 化 生物 
传 感 的 主要 的 转 导 方 法 、 赋 予 固体 表面 
生物 敏感 性 的 生物 受 体 的 不 同类 型 及 相 
关 的 接 枝 方法 、 实 现 传感器 表面 特定 和 
局 部 的 生物 功能 化 的 可 用 技术 工具 以 及 
MM EM S 到 纳米 机 电 系 统 (NEMS ) 
生物 传感器 的 进一步 装置 小 型 化 所 带 来 
的 在 性 能 和 集成 能 力 方面 的 优势 ， 同 时 
还 包括 了 在 实现 纳米 尺度 生物 传感器 时 
固有 存在 的 相关 挑战 。 本 书 通 过 提出 一 
个 重要 的 问题 结束 全 书 : 我 们 如 何 对 生 
物 传 感 平台 的 性 能 进行 比较 ， 以 及 对 于 
一 个 给 定 的 应 用 ， 我 们 如 何 选择 最 合适 
的 平台 。 为 了 给 出 评估 MEM S 生 物 传 感 
器 的 收益 和 优势 的 方法 ， 最 后 一 章 力 图 
对 这 个 关键 的 问题 进行 解答 。 
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生物 传感器 中 涉及 的 传 感 技 术 进行 了 介绍 。 
和 ， 本 书 内 容 并 不 涉及 具体 的 圭 
ih 
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分 三 章 对 
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生物 传感器 利用 生物 信 


详 者 VF 








息 对 样品 进行 检测 ， 主 要 应 用 于 临床 医学 、 发 酵 工 





业 、 食 品 工 业 、 环 境 监 测 以 及 军事 国防 等 方面 。 随 着 微细 加 工 和 小 型 化 技术 的 快 
速 发 展 ， 生 物 传感器 成 为 快速 精确 地 分 析 生 物 样品 的 首选 方式 。2012 年 ， 全 球 
生物 传感器 市 场 规 模 达 85 亿美 元 。 据 预测 ， 该 数值 到 2018 年 将 增 至 168 亿 


美元 。 




















在 我 国 ， 生 物 医 疗 领域 将 成 为 微机 电 生 物 传感器 的 最 大 的 潜在 市 场 。 国 家 


《医药 工业 “十 二 五 ”发展 规划 》 中 关于 “先进 医疗 器 械 产 品 和 技术 发 展 重 点 ” 
的 文件 中 提 到 : 重点 开发 “用 于 血细胞 、 生 化 、 免 疫 、 基 因 、 蛋 白质 、 药 敏 等 分 
析 的 自动 化 临床 检测 系统 及 配套 试剂 ”重点 开发 “ 微 系统 和 医用 传感器 ”。 随 着 
我 国医 疗 制度 的 改革 ， 医 疗 服务 对 象 将 扩大 到 全 民 范 围 ， 而 医疗 工作 的 重心 将 从 
以 往 的 治疗 疾病 转变 为 疾病 的 早期 诊断 、 早 期 治疗 和 远 距 离 诊 断 等 方面 ， 微 机 电 








生物 传感器 在 这 些 领域 有 着 非常 大 的 优势 。 
本 书简 要 介绍 了 小 型 化 生物 传感器 中 的 信号 转换 技术 、 生 物 识 别 元 件 及 其 固 
定 化 技术 ,以 及 用 于 微机 电 系 统 生物 功能 化 的 图 形 化 技术 ， 并 对 进一步 小 型 化 过 


























程 中 过 到 的 挑战 以 及 如 何 对 比 不 同 生物 传 感 平台 的 性 能 进行 了 论述 。 全 书 内 容 精 
炼 ， 是 一 本 非常 不 错 的 微机 电 生 物 传感器 相关 的 技术 参考 书 。 
在 此 ， 译 者 希望 感谢 一 直 以 来 支持 自己 的 家 人 以 及 负责 本 书 引进 工作 的 机 械 


工业 出 版 社 的 朋友 们 。 
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对 于 一 个 生物 威胁 能 够 以 和 环境 、 健 康 或 防卫 问题 相关 的 多 种 形式 发 生 的 世 
界 来 说 ， 对 多 功能 的 生物 传 感 平台 的 需求 显得 至 关 重 要 。 生 物 问题 的 多 变 和 它 影 
响 人 类 的 无 限 种 不 同方 式 是 成 比例 的 ， 在 时 间 跨 度 上 可 以 是 数 小 时 《对 于 侵入 性 
尤其 强 的 病毒 来 说 ， 例 如 那些 引起 出 血 热 的 病毒 ) 至 数 年 之 久 (对 于 导致 癌症 的 
体 细胞 演变 过 程 )。 对 于 一 种 或 几 种 具有 潜在 危害 的 生物 物种 的 识别 和 量化 是 上 
前 存在 的 大 部 分 生物 传感器 的 设计 目标 。 
不 管 被 生物 传感器 标识 的 是 什么 类 型 的 生物 物种 (病毒 、 细 菌 或 在 血液 中 循 
环 的 蛋白 质 ) ， 对 于 一 个 成 功 的 生物 传 感 过 程 的 基本 要 求 底线 是 一 样 的 : 最 好 的 
特异 性 、 灵 敏 度 和 最 短 的 分 析 时 间 。 更 具体 地 说 ， 可 以 算 上 便携 性 、 用 户 友 好 的 
开发 界面 、 成 本 和 一 些 其 他 次 一 级 的 关注 点 。 在 现代 技术 背景 下 ， 很 多 配置 似乎 
满足 前 面 提 到 的 部 分 或 全 部 要 求 ， 为 了 能 够 抢占 可 兼容 的 生物 传 感 领域 ， 作 者 认 
为 对 微机 械 的 基本 能 力 进 行 重新 评估 至 关 重要 。 本 书 旨 在 对 基于 微机 电 系 统 的 生 
物 传感器 的 领域 进行 前 述 。 





























I. 1 生物 传感器 简 史 


在 Kissinger [so 的 简洁 但 杰出 的 关于 生物 传感器 领域 的 综述 中 ， 他 回顾 
了 早期 的 生物 传 感 技术 (20 世纪 60 年 代 和 70 年 代 )， 并 指出 “因为 与 pH B. 
离子 选择 性 或 氧 电 极 的 系统 相关 性 ， 传 感 器 似乎 永远 是 菜 种 探 针 ”。 根 据 老 的 文 
献 ， 生 物 传感器 曾 被 称 为 生物 电极 、 酶 电极 或 生物 分 析 膜 电极 ENS 。 

更 普遍 地 讲 ， 根 据 国 际 理论 与 应 用 化 学 联合 会 CTUPAC) 在 1999 年 的 推 
着 ,“ 生 物 传感器 是 一 个 自 包含 的 集成 受 体 - 传 感 器 装置 ， 它 能 够 通过 使 用 一 个 
生物 识别 元 件 ， 提 供 选 择 性 的 量化 或 半 量 化 的 分 析 信 息 。” 

生物 传感器 的 最 关键 的 功能 和 它 对 于 特定 目标 分 析 物 的 选择 性 有 关 ， 在 其 他 
潜在 干扰 物种 存在 的 情况 下 ， 该 功能 对 生物 传感器 的 特异 性 或 者 保持 选择 性 的 过 
程 有 着 直接 的 影响 。 这 些 质量 标准 与 小 型 化 、 低 成 本 ， 以 及 在 很 多 领域 里 的 实时 
测量 的 组 合 产生 了 巨大 的 商业 利益 。 

过 去 的 30 年 中 ， 无论 是 对 于 传感器 总 体 的 研究 ， 还 是 对 生物 传感器 这 一 特 
定 话题 的 研究 ， 均 发 生 了 突飞猛进 的 发 展 。 如 Collings 和 Caruso 在 他 们 关于 生 
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物 传感器 进展 的 详尽 综述 LOLO 中 所 提 到 的 :“ 研 究 领 域 的 激烈 竞争 是 来 自传 统 
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感 器 的 研究 活动 的 增长 速度 在 图 








开发 的 组 合 压力 导致 的 结果 一 一 科学 的 推动 和 市 场 的 拉动 ”关于 生物 传 
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Pe cee. 


个 基于 电化 学 转 导 技术 的 手持 生物 传感器 CO, 
F 一 个 在 实验 室 中 使 用 的 仪器 来 说 ， 
上 可 行 性 。 例 如 Affymetriz 和 Agilent 两 个 公司 已 经 
p 蛋 白质 组 学 分 析 的 商业 微 阵列 光学 检测 器 和 扫描 仪 。 利 用 表 
im (SPR) 检测 的 光学 传感器 也 已 经 被 成 功 运 用 到 很 多 实验 室 和 大 学 中 
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比 成 功 的 生物 传感器 目前 只 有 一 个 : 
L 糖 仪 。 值 得 指出 的 是 ， 葡 萄 糖 生 物 传 感 器 使 用 了 Clark Lyons £50 多 年 


与 手持 设备 配合 使 用 的 一 次 性 传 感 如 的 7 
p 工 技术 在 实现 小 
# 且 易 于 使 用 的 /一 次 性 的 传感器 条 。 类 似 地 ， 
1 事件 


2004 一 2014 
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传 感 右 的 研究 活动 的 增长 率 概貌 [来 源 : 世界 知识 产权 





omson Reuters 的 Web of Science 数据 库 (出 版 物 )] 








向 糖尿 病人 和 群 











F 使 公众 受益 。 血 
由 许多 家 公司 生产 
学 检测 系统 
发 出 各 种 用 
等 离 


种 生物 传感器 的 潜力 才 被 利用 六 
































寸 的 光学 免疫 传 感 系统 ， 例 如 BIAcore (Bio- 
IAsys (Affinity Sensors, S| Eft. HH) 已 经 在 
用 于 对 生物 分 子 的 相互 作用 进行 检测 和 评估 。 

开发 依然 占据 着 重 
型 化 生物 传感器 的 进程 中 扮演 着 重要 的 角色 。 该 








电 








的 变化 方面 扮演 着 关键 的 角色 ， 微 加 工 与 
手持 生物 传感器 装置 的 发 展 。 事 实 上， 六 STAT 
点 临床 测定 血液 的 手持 设备 〈 见 图 工 2)， 





Vi BREA HL A Jo Te EES 





注意 该 生物 传感器 阵列 利用 了 几 种 基于 电化 学 的 转 导 方 法 〈 也 就 是 电位 计 、 电 流 
计 和 电导 计 ) -7 。 然 而 ， 这 是 可 以 用 来 冰 明 微 加 工 技术 对 开发 具有 高 集成 度 
和 多 重 分 析 能 力 的 生物 传感器 所 具 实 力 的 唯一 案例 。 
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图 I2 用 于 监测 各 种 血液 中 的 电解 质 、 气 体 和 代谢 物 的 i-STAT 多 传感器 


(www. abottpointofcare. com) 


市 场 能 否 从 下 一 代 生 物 传感器 的 成 果 中 受益 ? 事实 上 ,研究 表明 该 领域 中 的 
大 部 分 研发 R&D) 活动 很 少 能 够 产生 市 售 产品 I” 。 然 而 ， 在 生物 传感器 
研究 中 所 看 到 的 增长 提高 了 在 未 来 几 十 年 中 见证 另 一 个 成 功 故 事 发 生 的 可 能 性 。 
尽管 在 过 去 几 年 中 只 有 非常 少 的 市 场 增 长 /进步 ， 对 于 生物 传感器 的 未 来 R&D 
展望 看 起 来 仍然 是 积极 向 上 的 。 


1.2 什么 是 生物 传 感 ? 





为 了 对 MEMS (微机 电 系 统 ) 生物 传感器 领域 进行 介绍 ， 下 面 的 内 容 将 对 
概念 和 术语 进行 讨论 ， 并 对 本 书 的 各 章 进 行 阐述 。 

















L.2.1 定义 


生物 传 感 : 该 术语 在 对 一 个 或 多 个 生物 物种 〈 蛋 白质、 病毒 、 细 菌 等 ) 进行 
“搜索 和 量化 ”的 周期 操作 时 被 使 用 ， 该 过 程 从 一 个 样品 〈 气 态 、 液 态 或 固态 ) 
开始 ， 利 用 了 具有 不 同 复杂 程度 的 分 析 方法 。 

生物 传感器 : 这 是 一 个 由 两 个 基本 构件 组 成 的 生物 传 感 装 置 或 系统 ， 即 一 个 
功能 化 的 固体 表面 和 一 个 将 发 生 在 功能 化 表面 上 的 生物 反应 (或 生物 识别 事件 ) 
转换 成 为 可 测量 的 物理 信号 的 转换 器 〈 见 图 工 3)。 
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MEMS 生物 传感器 : 这 是 一 个 使 用 微 
机 电 系 统 作为 转换 器 的 生物 传感器 。 

复 用 生物 传 感 : 通过 使 用 一 个 在 与 样 
品 接触 前 进行 恰当 功能 化 的 生物 传感器 阵 
列 ， 在 同一 个 流体 腔 室 中 ， 同 时 对 同一 个 
样品 中 存在 的 儿 种 不 同 生 物 物种 进行 检测 / 
加 药 。 

功能 化 : 在 一 个 固体 表面 上 进行 的 一 
系列 化 学 和 生物 的 反应 ， 其 目的 是 提供 对 
生物 传 感 操 作 中 的 最 终 目 标 生 物 物 种 的 特 
蜡 反应 能 力 。 功 能 化 可 以 是 确定 的 〈 也 就 
是 精确 定位 的 )， 也 可 以 是 随意 的 〈 也 就 是 
整个 功能 化 的 表面 具有 同样 的 化 学 物质 和 / 









































或 生物 功能 ) 。 图 I.3 生物 传感器 的 原理 和 
流 控 技术 : 这 是 一 组 能 够 让 流体 样品 主要 组 件 





向 一 个 或 多 个 生物 传感器 流通 的 技术 。 除 

非特 别 要 求 ， 在 大 多 数 实际 情况 中 操作 的 流体 都 是 “基本 流体 ”， 也 就 是 一 个 由 
生物 相 容 性 材料 玻璃、 塑料 或 生物 友好 金属 ) 制 成 的 减 小 体积 〈 几 毫 / 微 升 ) 
的 封闭 室 (或 贮 液 池 )， 其 有 通过 有 柔性 毛细 管 与 外 界 接触 的 接 入 方式 〈 入 口 和 出 
口 ) 。 





样品 制备 : 包括 在 样品 分 析 前 进行 的 一 系列 步 又， 其 目的 是 使 原始 生物 样品 
变 成 适合 生物 传 感 的 固 、 液 或 气相 (例如 食物 、 血 液 和 气体 样品 )。 当 使 用 的 传 
感 技术 对 分 析 物 的 原 位 形式 不 响应 或 测量 结果 被 干扰 物种 扭曲 时 ， 通 常 需要 使 用 
干净 的 样品 。 样 品 制备 包括 过 滤 和 分 离 不 想 要 的 实体 (颗粒 、 生 物 实体 或 化 学 物 
类 )， 在 适当 的 稀 杰 剂 中 使 用 各 种 技术 对 目标 分 析 物 进行 溶解 或 预 富 集 以 及 分 离 。 


1.2.2 重要 的 数字 和 特性 


生物 传感器 要 想 成 为 “满足 所 有 期 望 ” 的 设备 ， 必 须 满足 一 组 针对 生物 传 感 
领域 的 规格 〈 也 被 称 为 要 求 ) 。 对 于 其 中 最 重要 的 规格 定义 如 下 : 





















































灵敏 度 : 由 发 生 在 功能 化 表面 上 的 生物 相互 作用 事件 引起 的 转换 器 输出 上 的 
变化 。 
检测 输出 极限 : 该 值 表明 了 转换 器 的 输出 变化 相对 测量 咖 声 之 间 的 差别 上 的 











最 终 性 能 表现 。 
响应 时 间 : 与 样品 被 注射 到 环绕 生物 传感器 的 流体 中 和 转换 器 输出 信号 在 漂 
移 后 稳定 下 来 的 时 刻 之 间 的 时 间 长 短 有 关 ， 输 出 信号 的 漂移 主要 是 由 发 生 在 功能 
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化 表面 上 的 生物 相互 作用 效应 引起 的 。 
实际 上 生物 传感器 的 性 能 远 远 不 止 上 面 给 出 的 三 种 ， 其 他 只 依赖 于 转换 器 形 




















式 的 规格 也 可 能 会 给 出 。 不 过 ， 这 里 刻意 将 列举 限制 在 最 通用 的 特性 上 ， 这 些 特 
性 必须 被 牢记 ， 并 在 将 MEMS 作为 生物 传感器 使 用 之 前 予以 解决 。 对 于 生物 传 
感 器 的 详尽 的 分 类 及 其 相关 的 规格 ， 读 者 可 以 参考 文献 [GTZ 02 ] 。 








1.2.3 生物 传感器 的 分 类 


可 以 根据 三 个 因素 对 生物 传感器 进行 分 类 : 中 受 体 的 类 型 〈 例 如 免疫 传 感 
A). OS n E BY EG CB a ERER AX Omm] Cf A EHE WU 








感 器 ) 


生物 识别 元 件 或 生物 受 体 是 生物 传感器 设备 的 一 个 关键 组 件 。 通 常 可 以 将 生 


物 传感器 分 成 主要 的 三 类 ， 它 们 是 通过 生物 过 程 的 性 质 以 及 涉及 的 生物 化 学 或 生 
物 组 件 区 分 彼此 的 ， 也 就 是 生物 催化 的 (例如 酶 )、 免 疫 的 (例如 抗体 ) 和 核酸 


的 (例如 脱氧 核糖 核酸 一 一 D 





NA), 


转换 器 是 生物 传感器 的 另 一 个 组 件 ， 在 检测 过 程 中 扮演 着 重要 的 角色 。 在 过 
去 的 十 年 间 ， 人 们 已 经 开发 出 了 范围 广泛 的 转 导 方法 ， 最 近 的 综述 文献 表明 ， 目 
前 可 用 的 最 流行 和 常见 的 方法 是 四 电化 学 、 四 光学、 图 压 电 和 则 热 或 量 热 
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这 些 分 组 还 可 以 被 进一步 划分 成 一 般 类 别 : 非 标 记 或 无 标记 类 型 ， 此 类 基于 
对 发 生 在 转换 器 表面 上 的 生物 化 学 反应 过 程 中 的 现象 的 直接 测量 ， 以 及 标记 的 类 
型 ， 此 类 基于 对 连接 到 被 检测 分 析 物 上 的 一 种 特定 标记 的 检测 。 针 对 无 标记 生物 
传感器 的 研究 正在 持续 增长 中 -22 。 然 而 ， 基 于 对 标记 的 分 析 物 进行 检测 的 生 
物 传感器 则 更 为 常见 ， 在 多 个 平台 上 都 非常 成 功 ( 尤 其 是 那些 利用 光学 方法 对 荧 






































光标 记 进 行 检测 的 平台 )。 














从 应 用 的 角度 来 看 ， 尽 管 医 疗 和 临床 应 用 是 生物 传感器 获得 丰厚 利润 的 重要 
途径 ， 其 他 例如 环境 、 工 业 过 程 监测 与 控制 或 防御 系统 等 领域 也 需要 特定 的 生物 
传 感 系统 。 此 外 ， 市 售 的 生物 传感器 还 可 以 根据 它们 是 实验 室 设 备 ， 还 是 可 携带 








的 /野外 设备 被 划分 成 两 类 。 





1.3 生物 传 感 的 应 用 和 实例 


为 了 更 好 地 评估 MEMS 


在 未 来 几 年 内 可 能 对 生物 传 感 领域 带 来 的 影响 ， 利 


用 三 个 分 别 来 自 环境 、 健 康 和 防卫 领域 的 潜在 应 用 的 虚构 案例 来 说 明 。 对 真实 情 


况 中 相关 的 要 求 的 列举 将 多 六 


F 对 这 样 的 设备 相对 于 已 有 的 蔡 代 解决 方案 的 优势 进 





行 强调 。 所 选 案 例 均 根据 同样 的 框架 进行 介绍 : 由 提出 的 生物 问题 的 背景 种 用 
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于 避免 生物 危机 的 基于 bio MEMS 的 可 选 方案 。 最 后 的 总 结 将 强调 由 bio 
MEMS 解决 方案 所 带 来 的 附加 值 。 


1. 3. 1 环境 


1.3. 1.1 提出 的 生物 问题 的 背景 

在 赛季 开始 前 的 初夏 时 节 ， 如 以 往 每 年 一 样 ， 本 地 大 学 的 皮 划 艇 队 几 天 前 在 
Blue River 岸 边 安置 好 了 训练 营 。 今年， 这 个 训练 营 集 结 了 整个 队伍 ， 也 就 是 
24 名 运动 员 和 3 名 教练 。 尽 管 自 停留 开始 气候 条 件 一 直 不 错 ， 到 第 二 周 周 中 时 ， 
已 经 有 三 个 年 轻 队 员 开 始 显现 出 明显 的 疾病 征兆 ， 例 如 发 烧 、 发 拌 、 肌 痛 和 剧烈 
的 头痛 。 这 些 看 起 来 像 是 流感 相关 的 症状 ， 尽 管 在 这 个 时 间 流 感 发 生 的 可 能 性 
不 大 。 

为 了 对 病源 迅速 进行 确认 ， 并 尽快 寻找 治疗 方案 ， 解 散 训练 营 送 运动 员 回 家 
的 决定 很 快 被 做 出 。 最 终 ， 一 共用 了 8 天 时 间 将 病源 隔离 (另外 有 6 名 学 生发 
ERE), 钩 端 螺旋 体 病 ， 一 种 由 钩 端 螺旋 体 细菌 引起 的 感染 性 疾病 ， 当 水 被 动 
物 的 尿 液 污 染 ， 并 与 眼睛 或 粘膜 发 生 接 触 时 ， 该 疾病 可 以 从 动物 传染 给 人 。 

1. 3. 1.2 如 何 避 免 这 一 切 的 发 生 ? 

下 面 来 设想 一 下 同一 支 皮 划 艇 队 在 Blue River 岸 边 安置 训练 营 。 在 每 天 清 
晨 训 练 开 始 前 lh ， 同 一 项 工作 在 河 边 进行 :一 个 教练 将 儿 毫 升 的 水 倒 在 一 个 小 
的 可 携带 的 手持 设备 上 。 在 过 滤 时 ， 该 液体 被 驱动 通过 一 个 柔性 毛细 管 的 网 络 ， 
从 而 使 它 成 为 一 个 无 机 无 碎 悄 样品， 随后 被 利用 一 个 含有 几 十 个 微小 的 机 械 传 感 
器 的 设备 进行 分 析 ， 这 些 传 感 器 被 利用 对 脏 的 被 污染 的 水 中 含有 的 最 常见 的 生物 
病原 具有 特异 性 的 抗体 进行 了 功能 化 处 理 。 

分 析 结 果 在 几 分 钟 内 被 提供 : 如 果 结 果 对 一 个 或 几 个 抗原 呈 阳 性 ， 则 测量 被 
再 次 重复 ， 从 而 避免 得 到 假 阳性 的 结论 。 如 果 结 果 被 再 次 证 实 ， 训 练 营 将 最 终 被 
撤离 ， 从 而 避免 团队 受到 潜在 的 感染 以 及 后 续 的 疾病 的 影响 。 


3.2 健康 


1. 3.2.1 提出 的 生物 问题 的 背景 

如 妻子 去 世 后 的 每 一 天 一 样 ，92 岁 的 琼斯 先生 为 自己 准备 了 一 过 咖啡 作为 
早餐 ， 开 始 了 一 天 的 生活 。 他 是 许多 幸运 的 老年 人 中 的 一 个 ， 通 过 常规 的 基本 分 
析 以 监测 健康 状况 ， 他 具有 还 算 满 意 的 身体 条 件 ， 保 持 着 一 定 的 自理 能 力 。 但 是 
这 天 清晨 和 以 往 不 同 ， 琼 斯 先生 感觉 有 件 事 情 出 了 问题 : 在 他 胸部 中 央 位 置 的 一 
种 挤 压 般 的 感觉 困扰 着 他 。 为 了 试图 不 去 关注 它 ， 琼 斯 先生 在 厨房 的 一 把 椅子 上 
坐 了 一 会 儿 ， 希 望 胸部 的 疼痛 很 快 消失 。 相 反 ， 他 的 视觉 开始 变 得 模糊 ， 额 头 
台 消 汗 。 如 果 这 警示 着 更 严重 的 问题 怎么 办 ? 他 最 终 拿 起 电话 ， 拨 打 了 紧急 求助 
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电话 ， 他 尽量 保持 着 平静 ， 从 而 能 够 以 一 种 清晰 的 方式 








和 接线 员 重复 自己 的 症 


状 。 考 虑 到 可 能 是 心脏 病 发 作 ， 一 支 医疗 队伍 被 立刻 派 往 琼斯 先生 的 家 ， 半 小 时 
之 后 初级 保健 计划 被 实施 。 在 保证 琼斯 先生 的 呼吸 道 正常 并 且 呼 吸 不 困难 的 情况 
下 ， 第 一 项 结果 被 一 个 手持 式 心电图 设备 送 达 ,显示 心脏 工作 正常 。 尽 管 几 小 时 
之 后 在 医院 里 必须 进行 心脏 生物 标志 物 的 检测 ， 严 重 的 心脏 病 发 作 的 假设 也 暂时 








被 排除 了 。 
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意识 到 他 的 心脏 工作 正常 ， 琼 斯 先生 开始 感觉 好 些 了 ， 渐 渐 地 他 将 自己 前 一 


子 和 癌症 做 着 顽强 的 斗 


争 ， 并 峰 着 求助 ， 但 他 什么 也 做 不 了 。 医 疗 队伍 的 成 员 开 始 明白 了 琼斯 先生 的 允 











慌 的 来 源 ， 他 们 一 面向 琼斯 先生 保证 一 切 都 在 控制 之 中 ， 
进行 补充 测试 ， 从 而 明确 地 排除 任何 疑问 。 
1.3.2.2 如 何 避 免 这 一 切 的 发 生 ? 






































一 面 决定 将 他 送 到 医院 








想象 一 下 ， 琼 斯 先生 在 疼痛 和 丽 慌 的 一 开始 手 里 拿 着 一 个 小 的 手提 箱 ， 坐 在 
厨房 的 椅子 上 。 几 个 月 前 家 庭 医生 给 了 琼斯 先生 这 个 手提 箱 ， 还 针对 如 何在 心脏 
发 出 警报 的 情况 下 使 用 手提 箱 对 他 做 了 培训 。 箱 子 里 一 共有 两 个 主要 的 部 件 ; 一 
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个 小 的 放 在 胸部 的 柔性 贴 片 和 一 个 类 似 智 能 手机 的 设备 ， 











=> 





























于 在 一 个 少量 血液 样品 中 识别 和 测量 心脏 生物 标志 物 〈 对 心脏 疾病 具有 特异 性 )。 
AGERE: 第 一 步 ， 将 柔性 贴 片 放 在 胸 上 ， 按 下 开关 ; 第 二 步 ， 刺 破 一 个 
手指 ， 将 一 滴 血 放 到 类 似 智能 手机 的 设备 上 的 一 个 红色 区 域 ， 然 后 等 待 结 果 。 

当 柔 性 贴 片 实 时 地 将 心电图 信号 传输 给 一 个 远程 的 急救 医疗 队伍 时 ， 主 要 的 
心脏 生物 标志 物 被 利用 嵌入 在 类 似 管 能 手机 的 设备 中 的 特殊 功能 化 的 bio- MEMS 
传感器 阵列 进行 分 析 ， 其 结果 会 被 陆续 地 传递 给 同一 个 急救 中 心 。 这 些 最 初 的 紧 


该 设备 已 经 被 校准， 用 








急 评估 将 最 终 对 远程 医疗 队伍 的 决策 过 程 有 所 帮助 ， 也 就 是 在 无 需 派 送 整 个 医疗 








队伍 的 情况 下 ， 只 派 一 名 医生 去 做 进一步 的 检查 。 
1.3.3 防御 警报 
1. 3. 3. 1 提出 的 生物 问题 的 背景 


下 午 一 点 后 ， 从 巴黎 到 洛杉矶 的 航班 AF066 的 一 架 载 有 500 多 名 乘客 的 飞 
HLZ Z 380 一 直 在 等 待 着 降落 审批 ， 该 飞机 燃 尽 燃油 的 风险 随 着 时 间 的 推移 在 大 
大 地 增加 。 延 迟 的 原因 很 关键 ; 在 预定 着 陆 时 间 的 几 小 时 以 前 ， 三 个 人 控制 了 这 
架 飞 机 ， 自 从 那 时 开始 ， 他 们 严重 地 威胁 ， 如 果 他 们 的 要 求 不 能 立即 得 到 满足 ， 

















将 会 在 机 舱 内 散播 未 知 的 空气 传播 生物 制剂 。 他 们 已 经 


要 求 释 放 他 们 的 一 个 同 


伙 ， 此 人 将 登 上 此 架 飞 机 ， 在 加 油 后 ， 他 们 要 求 得 到 起 飞 去 新 的 目的 地 的 许可 。 


为 了 证 明 他 们 的 决心 ， 这 三 个 人 已 经 将 几 名 乘客 隔离 到 





上 层 甲 板 ， 并 将 他 们 暴露 








在 一 个 雾 化 产品 中 。 在 暴露 后 不 久 ， 几 乎 所 有 人 都 表现 上 


Hh 了 令 人 不 安 的 症状 ， 例 


如 剧烈 的 恶心 和 头痛 。 


遵循 恐怖 分 子 要 求 的 决定 被 很 | 
全 是 虚假 的 消息 被 传 出 后 ， 故 事 以 所 
非 的 机 场 停机 坪 被 释放 而 告终 。 实 际 上 ， 这 三 个 人 使 用 了 


” ia 


ZG 


后 ， 当 该 “生物 入 侵 


气 溶胶 ， 造 成 了 在 选 定 的 乘客 





想象 一 下 ， 在 飞机 的 内 辟 H 
化 处 理 ， 使 得 


得 


景 下 ， 这 些 传感器 将 保持 沉默 ， 








类 做 出 ， 他 们 的 要 求 都 得 至 


D 











种 基于 











因 


可 以 在 拯救 乘客 的 同时 ， 采 取 必 要 的 措施 拒绝 恐怖 分 子 的 要 求 。 
1.3.4 由 基于 MEMS 的 生物 传 感 方案 所 带 来 的 附加 值 






































1 了 满足 。 三 天 之 
人 质 均 在 一 个 东 


氧化 苦 的 呕吐 


F 有 着 入 侵 性 很 强 的 生物 制剂 相关 的 症状 的 假象 。 
3.3.2 如 何 避 免 这 一 切 的 发 生 ? 
嵌 有 微小 的 不 可 见 的 传感器 ， 它 们 被 进行 了 功能 
它们 在 与 载 有 最 知名 的 细菌 、 病 毒 或 毒素 的 病源 物种 的 气 雾 齐 
时 ， 会 发 出 无 声 警 报 ， 被 同时 发 送 给 飞行 员 和 相关 的 目的 地 控制 塔 。 在 前 
因为 没有 真正 的 威胁 被 检测 到 ， 


接触 
的 情 
此 ， 有 关 人 员 























从 前 面 的 几 个 例子 可 以 发 现 ， 存 在 着 一 些 普 斋 的 情况 ， 其 中 人 群 在 一 个 远程 
区 域 或 密闭 环境 中 聚集 ， 可 能 与 传染 性 的 生物 制剂 接触 ， 但 远离 任何 一 个 生物 分 
析 设 施 。 在 这 种 情况 下 ， 手 头 持 有 低 成 本 的 、 可 携带 的 、 互 通 的 、 可 靠 的 且 用 户 
友好 的 生物 传 感 系统 将 对 防止 人 员 长 期 暴露 在 传染 性 病原 中 有 着 巨大 的 帮助 R 
管 已 经 存在 着 众多 的 市 售 或 处 在 开发 高 级 阶段 的 生物 传感器 ， 人 们 对 于 能 够 解决 
不 同情 况 的 生物 传 感 技术 的 需求 仍然 很 迫切 : 在 本 书 中 ， 将 试图 展现 MEMS 生 
物 传感器 的 新 类 别 以 满足 大 多 数 性 能 要 求 。 
L4 本 书 的 组 织 结构 


事实 上 ， 一 个 MEMS 生物 传 





感 器 包含 三 个 组 件 。 如 前 











所 讨论 的 ， 前 两 个 


基本 组 件 是 识别 生物 刺激 物 的 功能 层 ， 以 及 将 该 刺激 转换 成 有 用 的 可 测量 的 输出 


的 转换 器 。 但 是 ， 如 果 没 有 确保 生物 传感器 的 适当 操 1 





Ff 5 





界 连 接 〈 例 如 与 最 


终 用 户 和 需要 分 析 的 样品 之 间 的 连接 ) 的 系统 封装 (第 三 个 组 件 )， 该 生物 传 感 


器 将 是 无 用 的 。 如 果 有 必要 ， 系 统 封 装 将 包括 〈 列 举 并 不 详尽 ) 一 个 
电子 、 信 号 处 理 器 或 光学 元 件 、 介 


H 














E 何 类 型 的 显示 或 用 户 界 











生物 受 体 层 输送 的 相关 流体 元 件 以 及 设备 的 外 壳 。 


作者 刻意 将 本 书 重点 放 在 生 4 
法 。 尽 管 与 MEMS 生物 传感器 的 
引入 市 场 时 是 至 关 重 要 的 ， 在 这 旦 
一 个 原 


个 封装 











£ 





uH., HX 


、 用 于 样品 制备 和 向 


传感器 的 核心 部 分 ， 也 就 是 功能 层 和 和 转 导 广 
封装 相关 的 问题 在 考虑 原型 机 和 将 一 个 新 产品 


f 不 对 封装 方面 进行 介绍 。 做 出 这 一 选择 的 第 
因 是 这 些 问 题 中 的 大 多 数 是 与 应 用 或 产品 相关 的 ; 第 二 个 原 
问题 都 可 以 写成 一 本 书 ， 而 这 将 远 远 地 超 出 本 书 的 范围 。 
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第 1 章 介绍 了 应 用 在 生物 传 感 中 的 可 以 针对 小 型 化 进行 修正 的 主要 转 导 方 
案 ， 特 别 强调 了 MEMS 生物 传感器 的 基础 一 一 机 械 转换 器 。 第 2 章 的 主题 为 生 
物 受 体 和 将 它们 约束 到 一 个 表面 上 的 方法 。 第 3 章 描 述 了 可 以 用 于 实现 传感器 
表面 的 特定 本 土生 物 功能 化 的 技术 工具 。 第 4 章 讨 论 了 将 设备 从 MEMS 进一步 
小 型 化 到 纳米 机 电 (NEMS) 生物 传感器 所 提供 的 在 性 能 和 集成 能 力 方 面 的 惊 
人 优势 ， 以 及 相关 的 固有 挑 惑 ， 例 如 纳米 结构 的 实现 和 功能 化 。 最 后 ， 通 过 提出 
手头 拥有 多 个 生物 传 感 技术 时 必须 面临 的 一 个 重要 问题 〈 尤 其 是 对 于 小 型 化 的 技 
ARV) 结束 本 书 : 如 何 对 生物 传 感 平台 的 性 能 进行 比较 ， 以 及 如 何 为 一 个 给 定 
的 应 用 选择 最 为 合适 的 技术 。 





























参考 文献 


[ARN 88] ARNOLD M.A., MEYERHOFF M.E., “Recent advances in the 
development and analytical applications of biosensing probes”, 
Critical Review in Analytical Chemistry, vol. 20, pp. 149-196, 
1988. 


[BUE 93] BUERK D.G., Biosensors: Theory and Applications, 
Technomic Publishing Company, 1993. 

[COL 97] COLLINGS A.F., CARUSO F., “Biosensors: recent advances", 
Reports on Progress in Physics, vol. 60, pp. 1897-1445, 1997. 


[COO 03] COOPER M.A., “Label-free screening of bio-molecular 
interactions”, Analytical and Bioanalytical Chemistry, vol. 377, 
pp. 834-842, 2003. 


[DOR 03] D’ORAzIO P., “Biosensors in clinical chemistry”, Clinica 
Chimica Acta, vol. 334, pp. 41-69, 2003. 


[FUJ 04] FuJI-KEIZAI USA, Inc., U.S. & Worldwide: Biosensor 
market, R&D, applications and commercial implication, 
New York, 2004. 


[GIZ 02] GIZELI E., LOWE C.R, Biomolecular Sensors, Taylor & 
Francis, 2002. 


[HAL 90] HALL E.A.H., Biosensors, Open University Press, 1990. 


[KIS 05] KISSINGER P.T., “Biosensors — a perspective”, Biosensors 
Bioelectronics, vol. 20, pp. 2512-2516, 2005. 


I ATS 


On, 


[PEJ 06] PEJCIC B., De MARCO R., PARKINSON G., “The role of 
biosensors in the detection of emerging infectious diseases", 
Analyst, vol. 131, pp. 1079—1090, 2006. 


[RIC 03] RICH R.L., Myszka D.G., “A survey of the year 2002 
commercial optical biosensor literature", Journal of Molecular 
Recognition, vol. 16, pp. 351-382, 2003. 


[TUR 99] TURNER A.P.F., CHEN B., PiLETSKY S.A., "In vitro 
diagnostics in diabetes: meeting the challenges", Clinical 
Chemistry, vol. 45, pp. 1596—1601, 1999. 


第 1 章 面向 小 型 化 生物 传感器 的 转 导 技术 PN 









































1.3 MEMS 转换 器 

















1.4 MEMS 生物 传感器 的 一 个 具体 应 用 : 病原 体 的 检测 pp 








2 











2 





2.5 EERE HE eee eee me eee enne een d 























第 3 章 面向 MEMS 生物 功能 化 的 图 案 化 技术 n 


3.5 gb d REY EE SEM eee pieta et ee teri oe eat rang 
































3.2.1 通过 非 接触 式 方法 
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第 1 章 面向 小 型 化 生物 传感器 的 转 导 技术 


生物 传感器 可 以 根据 使 用 的 转 导 方法 进行 分 类 。 转 导 可 以 通过 各 种 各 样 的 方 
法 完成 。 因 为 大 多 数 与 生物 传 感 相 关 的 转 导 形式 可 以 被 划分 到 以 下 三 类 之 一 : (D 
光 检 测 、@ 电 化学) 检测 和 机械 检 测 ， 下 面 的 讨论 将 主要 说 明 这 三 类 基本 的 
方法 ， 因 为 机 械 检 测 是 微机 电 系 统 (MEMS) 生物 传感器 的 主要 转 导 方案 ， 本 
章 将 对 其 进行 重点 强调 。 由 于 这 三 类 形式 包含 许多 不 同 的 子 类 别 ， 导 致 存在 大 量 
可 能 的 组 合 ， 本 章 将 只 对 每 类 中 的 主要 检测 方法 进行 强调 ， 同 时 对 生物 传 感 平台 
的 渐进 式 小 型 化 问题 予以 解决 。 因 为 本 书 的 主题 是 小 型 化 MEMS 生物 传 感 融 ， 
本 章 将 在 介绍 各 类 转换 器 之 前 ， 对 生物 微机 电 系 统 (pioMEMS) 这 一 领域 进行 
简要 的 介绍 。 







































































1.1 生物 微机 电 系 统 的 定义 


BioMEMS 可 以 被 定义 为 使 用 微米 /纳米 尺度 技术 加 工 而 成 的 、 用 于 生物 和 
化 学 实体 的 操纵 、 分 析 或 组 装 的 机 电 装 置 或 系统 。BioMEMS 的 研究 和 应 用 领域 
包括 诊断 、 微 流体 、 组 织 工程 、 表 面 改 性 、 药 物 输送 、 植 人 系统 等 ， 这 可 以 通过 
有 关 生 物 和 医药 用 MEMS 的 综述 文章 数量 看 出 [KOV 98, POL 00, BAS 04, BAS 06] : 如 
今 , 术语 MEMS 被 使 用 范围 之 广 , 已 经 使 得 那些 不 包含 任何 机 电 元 件 的 装置 
[例如 DNA (脱氧 核糖 核酸 ) 和 和 蛋白 质 世 片 ] 有 时 也 被 误 称 作 bioMEMS, 
通常 ， 有 三 类 材料 被 用 于 加 工 bioMEMS: @@ 微 电子 相关 的 材料 ， 例 如 硅 、 
玻璃 、 金 属 等 ， 包 塑料 和 聚合 物 材 料 ， 例 如 聚 二 甲 基 硅 氧 烧 (PDMS) 或 环 氧 树 
脂 基 光 刻 胶 (SU-8); 名 生物 材料 和 实体 ， 例 如 组 织 、 细 胞 和 蛋白质 。 第 一 类 材 
料 已 经 从 研究 和 工业 的 角度 被 广泛 地 报道 ， 是 传统 上 用 于 加 工 MEMS 装置 的 材 
料 [POL 00, BAS04, BAS06] 。 第 二 类 材料 由 微 流体 应 用 所 推动 ， 因 为 生物 相 容 性 的 提 
升 、 原 型 机 制备 较 简单 UA 98) 、 低 成 本 ， 且 能 够 集成 功能 性 水 凝 胶 材 料 LEP 56]， 
具有 非常 强 的 吸引 力 。 相 对 来 说 ， 围 绕 第 三 类 材料 的 研究 仍 有 待 开 发 ， 但 是 它 代 
K T bioMEMS 和 生物 纳米 技术 边界 上 新 的 令 人 振奋 的 可 能 性 ， 例 如 面向 组 织 工 
程 的 微米 和 纳米 技术 的 应 用 CBA 99 。 

在 下 面 的 几 节 中 ， 将 讨论 使 用 第 一 类 材料 〈 微 电子 相关 的 ) 的 几 个 小 型 
化 传感器 和 bioMEMS 的 例子 ， 从 而 说 明生 物 传 感 领域 中 使 用 的 主要 转 导 
方法 。 




















































































































2 RAE A te KES 





1.2.1 XS 


在 这 里 介绍 的 三 个 转 导 类 别 中 ,， 光 转 导 具有 最 多 的 可 能 的 子 类 别 
LHAL 90, BUE 93, GIZ02] 。 这 主要 归功 于 光学 传感器 的 一 个 主要 优势 ， 也 就 是 它们 能 
够 以 非 破 坏 性 的 方式 检测 表面 和 薄膜 的 能 力 。 此 外 ， 它 们 还 在 速度 、 安 全 、 有 灵敏 
度 和 和 钥 棒 性 ， 以 及 允许 原 位 传 感 和 实时 测量 方面 具有 一 定 的 优势 。 各 种 类 型 的 光 
转换 器 利用 了 例如 光 吸 收 、 效 光 / 磷 光 、 生 物 /化 学 发 光 、 反 射 、 拉 曼 散 射 和 折射 

本 书 无 意 对 光学 转换 器 进行 彻底 综述 ， 因 为 表面 等 离子 体 共振 (SPR) 技术 
对 于 免疫 检测 非常 重要 ， 这 里 将 特别 并 仅仅 对 SPR 技术 进行 介绍 。 简 单 来 说 ， 
SPR 是 一 个 光 反 射 的 过 程 ， 它 对 靠近 金属 表面 的 介质 在 光学 性 质 上 发 生 的 变化 
敏感 LOTO 68, KRE 68] 。 一 个 表面 等 离子 体 是 能 够 存在 于 一 个 金属 -电介质 界面 上 的 
电磁 场 的 电荷 密度 振荡 。 表 面 等 离子 体 被 激发 时 会 形成 一 个 电磁 场 ， 该 电磁 场 随 
着 界面 介质 到 金属 膜 表面 的 距离 的 增 大 旦 指数 衰减 。 当 共振 发 生 时 ,来自 金属 表 
面 的 反射 光 强 度 在 一 个 确定 的 入 射 角度 降 至 最 低 ， 该 角度 被 称 为 等 离子 体 共 
振 角 。 

1977 年 ，Pockrand 等 人 [?0C "7] 最 先 将 SPR 作为 一 项 传 感 技术 应 用 到 在 银 
表面 上 沉积 的 二 十 烧 酸 乌 的 注 的 有 机 组 装 ， 自 此 之 后 ， 该 技术 已 经 被 广泛 地 用 于 
气体 NYE 82] 或 液体 介质 中 的 传 感 应 用 。 尽 管 大 量 的 生物 传 感 应 用 研究 利用 SPR 
检测 抗原 和 抗体 之 间 的 相互 作用 ， 直 到 该 现象 被 首次 描述 的 20 多 年 以 后 ， 实 时 
免疫 传感器 才 实 现 了 市 售 (BlAcore™, Pharmacia Biosensor AB， 乌 普 萨 拉 ， 
瑞典 ) 。 该 来 自 瑞典 乌 普 萨 拉 的 生物 传感器 研究 组 已 经 对 利用 SPR 在 一 个 传感器 
芯片 上 检测 各 种 和 蛋白质 进行 了 描述 ， 该 芯片 包含 一 个 沉积 在 玻璃 棱镜 上 的 金 的 注 
膜 ， 以 及 覆盖 在 其 上 的 羧 甲 基 葡 聚 糖水 凝 胶 基 质 LOF 90. JOH 91, LOF 9 。 该 水 凝 胶 
基质 为 抗体 结合 提供 共 价 键 位 点 ， 同 时 也 保护 金属 薄膜 免 于 非特 异性 吸附 。 此 
外 ， 与 一 个 平 的 表面 相 比 ， 该 聚合 物 基 质 还 提高 了 抗体 的 加 载 量 。BIAcore 系统 
使 用 了 一 个 流 注 射 元 件 ， 人 允许 在 较 宽 的 动态 范围 内 对 运动 进行 测量 ， 和 静态 固 - 
液 界面 系统 相 比 ， 显 著 地 降低 了 相互 作用 分 析 所 需 的 培养 时 间 。 

基于 SPR 的 生物 传感器 的 灵敏 度 可 以 非常 高 :TE83] ， 能 够 检测 到 浓度 在 纳 














































































































































































































”原子 质量 单位 有 时 称 “ 统 一 原子 质量 单位 ”或 “ 道 尔 顿 ”(Dalton，Da) ， 是 用 来 衡量 原子 或 分 子 
质量 的 单位 ， 它 被 定义 为 2C 原子 质量 的 1/12。 译 者 注 
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摩尔 数量 级 的 分 子 量 大 于 10! DaC 的 和 蛋白质。 由 于 是 结合 物 的 物理 量 产生 信号 ， 
SPR 系统 的 灵敏 度 依赖 于 分 析 物 的 分 子 量 。 因 此 ，SPR 技术 具有 无 需 标记 分 子 
这 一 优势 。 此 外 ， 实 时 测量 使 人 们 能 够 通过 确定 结合 常数 对 两 个 配 体 的 亲和力 进 
行 估计 。 目 前 ，SPR 传 感 的 主要 缺点 是 市 售 仪器 非常 昂贵 ， 并 且 因为 其 灵敏 度 
依赖 于 吸附 层 的 光学 厚度 ， 小 分 子 不 能 在 低 浓度 下 被 测量 。 

也 许 目前 来 说 ， 对 于 小 型 化 光学 生物 传感器 最 好 的 过 渡 方 法 是 提高 SPR 装 
置 的 便携 性 。 例 如 : 市 售 BIAcore 仪器 的 一 个 最 新 版 本 (BIAcore X100) HA 
47kg， 因 此 很 难 想 象 将 同一 个 系统 轻松 地 从 一 个 护理 点 移动 到 男 一 个 护理 点 。 
尽管 人 们 已 经 试图 对 SPR 仪器 进行 小 型 化 〈 从 而 使 它们 变 得 轻便 COH, em 
可 能 被 无 人 机 所 携带 [NAI10%」 ， 见 图 1.1)， 适 合 于 小 型 化 光学 生物 传感器 的 集成 
度 仍 然 很 难 达 到 。 

I~5 表面 等 离子 体 层 





























发 光 二 极 管 LED) 


"n 温度 传感器 光敏 二 极 


a) 














图 1.1 a 一 个 小 型 化 SPR 传感器 模块 的 图 解 ， b) 用 于 对 SPR fig 
器 的 独立 通道 进行 功能 化 处 理 的 双 井 迈 拉 (Mylar) HER LNAI 05] 
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小 型 化 光学 生物 传感器 的 一 个 代表 性 的 例子 是 最 近 巾 西班牙 国家 微 电 子 
中 心 和 Ikerlan 研究 中 心 合作 开发 的 一 款 生 物 传感器 [sz 8) 。 该 光学 生物 传 
感 器 基于 整合 的 马赫 - 曾 德尔 (Mach-Zehnder) 干涉 仪 ， 该 干涉 仪 被 设计 得 具 
有 和 较 高 的 表面 灵敏 度 和 单 模 行 为 。 作 为 该 装置 的 一 个 生物 传 感 应 用 ， 他 们 阐 
述 了 对 DNA 链 的 共 价 固定 和 杂交 进行 实时 无 标记 检测 。 为 了 获得 一 个 世 
实验 室 便 携 式 微 系 统 ， 该 传感器 被 成 功 地 与 一 个 互补 金属 氧化 物 半 导体 
(CMOS) 兼容 微 流体 系统 进行 了 集成 ， 该 微 流 体系 统 使 用 了 SU-8 光 刻 图 


案 层 。 
1.2.2 电 (化 学 ) 转 导 


20 世纪 90 年 代 以 来 ,利用 电化 学 检测 的 生物 测定 已 经 获得 了 越 来 越 多 的 关 
ik [GRE 91, HO 95, NIW95, BIE96] ， 这 是 因为 它 即使 是 在 有 色 的 和 浑浊 的 样品 中 ， 也 
可 以 以 非常 高 的 精度 测量 电流 〈 这 对 于 光 转 导 来 说 是 不 可 能 达到 的 )。 电 化 学 生 
物 传感器 主要 有 以 下 三 种 类 别 : 

D 电流 生物 传感器 : 涉及 与 氧化 还 原 过 程 中 的 电子 相关 的 电流 〈 较 灵敏 ， 
市 售 装置 可 以 记录 到 低 达 10 !9 A 的 电流 ) 。 

2) 电位 生物 传感器 : 测量 由 电极 上 发 生 的 离子 或 化 学 反应 导致 的 电极 上 的 
电势 变化 。 

3) 电导 生物 传感器 : 测量 与 两 个 电极 之 间 整 体 离 子 介 质 的 变化 相关 的 电导 
变化 。 

在 优化 条 件 下 在 薄 层 内 快速 的 质量 输送 条 件 下 较 高 的 酶 加 载 量 ， 以 及 高 效 
的 外 部 传 质 ) ， 一 个 酶 电极 可 以 在 可 接受 的 精度 下 测量 浓度 低 达 100 MO 的 分 析 
物 。 为 了 进一步 提高 灵敏 度 〈 低 至 纳 摩尔 的 数量 级 ) ， 酶 底 物 再 生 技 术 利 用 了 循 
环 反 应 中 的 分 析 物 的 连续 再 生 。 

Sarkar 和 Turner LSAR 91 报道 了 一 个 用 于 估计 蛋白 质 和 氨基酸 的 电位 生物 传 
感 器 : 一 个 具有 镀 刍 碳 糊 工 作 电 极 的 通过 丝 网 印 制 获得 的 生物 传感器 在 一 个 三 电 
极 配置 〈 参 考 电 极 、 工 作 电 极 和 对 电极 ) 下 用 于 一 个 两 步 检测 方法 。 一 个 酸性 省 
化 钾 电 解 质 在 工作 电极 处 发 生 电 解 产 生 澳 ， 这 些 省 会 被 该 测试 中 涉及 的 蛋白质 和 
氮 基 酸 所 消耗 。 首 的 产生 发 生 在 一 个 电位 ， 而 对 于 省 消耗 的 监控 则 利用 一 个 更 低 
的 电位 完成 。 该 方法 被 证 明 对 于 几乎 所 有 的 氨基 酸 ， 以 及 一 些 在 果汁 、 牛 奶 和 尿 
液 中 常见 的 蛋白 质 均 非 常 敏感 ， 对 于 直接 检测 来 说 实验 需要 大 约 10 pL 的 样品 。 

一 个 用 于 检测 葡萄 糖 和 肪 酸 的 基于 酶 的 电化 学 流通 生物 传 感 絮 被 Rudel 等 人 
开发 出 来 [RD "%] 。 在 该 应 用 中 ， 葡 萄 糖 氧 化 酶 和 乳酸 9 氧化 酶 被 固定 在 位 于 铀 














































































































































































































O 1lpM=10~° mol/L. 一 一 译 者 注 
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表面 的 由 吡咯 、N- 甲 基 吡 咯 、 葵 腕 和 邻 茶 二 胺 产生 的 导电 聚合 物 中 。 各 种 传 感 
器 基质 被 依据 葡萄 糖 和 乳酸 的 电流 测定 进行 了 比较 ， 据 发 现 ， 邻 茶 二 胺 是 其 中 最 
灵敏 的 聚合 物 。 该 聚合 物 基质 随后 被 沉积 在 一 片 石墨 廿 上 ， 在 一 个 电化 学 检测 系 
统 中 被 同时 用 作 酶 反应 器 和 工作 电极 。 利 用 该 系统 ， 葡 萄 糖 的 一 个 线性 动态 范围 
500 pM~10 mM 被 确定 ， 检 测 极限 为 二 500 uM。 对 于 乳酸 来 说 ， 其 动态 范围 浓 
度 为 50 AM 一 1 mM， 检测 极 限 为 二 50 uM, 

电 或 电化 学 检测 技术 适合 于 被 便携 化 〈 通 过 小 型 化 ) ， 这 可 以 从 几 个 被 转换 
成 微米 尺度 甚至 是 纳米 尺度 的 电位 和 电导 传感器 的 例子 看 出 。 电 位 微型 传感器 的 
最 常见 的 形式 是 离子 敏感 场 效应 晶体 管 (ISFET) 或 化 学 场 效 应 晶体 管 (Chem- 
FET)。 这 些 装 置 以 pH 传 感 髓 的 形式 被 市 售 ， 它 们 的 许多 应 用 例子 已 经 在 文献 
中 被 报道 SCH3%] 。 例 如 : 具有 包含 在 改 性 聚 氯 乙烯 中 的 离子 选择 性 载体 的 电位 
传感器 已 经 被 用 于 检测 来 自 人 体 血 清 的 分 析 物 UTN 9 。CMOS ISFET 已 经 被 用 
于 测量 由 结肠 腺 癌 细 胞 系 的 活动 所 引起 的 细胞 呼吸 和 酸化 UENO 。 通 过 使 用 硅 
纳米 线 LONO ( 见 图 1. 2). 和 碳 纳米 管 [BES 93.1 作为 场 效应 传感器 ， 电 位 传感器 已 
经 被 降低 到 纳米 尺度 。 

微细 加 工 电 导 传 感 器 也 被 制 得 ， 并 用 于 长 时 间 测 量 细 胞 外 神经 元 活动 
(GRO 77, BOR 97] 。 电导 技术 因为 简单 和 易于 使 用 (因为 无 需 专用 的 参考 电极 ) 而 
颇具 吸引 力 ， 并 且 已 经 因此 被 用 于 检测 较 广 范围 的 实体 ， 例 如 生物 威胁 因子 
[MUH 03] 、 生 物化 学 物质 (S02 01] 和 核酸 [PRU OS] 。 此 外 ， 电 导 传 感 器 提供 电解 质 
的 离子 强度 信息 ， 如 果 与 酶 膜 耦 合 ， 则 可 以 提供 方便 的 选择 性 ， 例 如 在 检测 葡萄 
糖 [Sav 94] 和 尿素 CSTE 971 的 情况 中 那样 。 

几 年 前 ， 超 过 半数 在 文献 中 报道 的 生物 传感器 是 基于 电化 学 转换 器 的 
[MEA 96) 。 考 虑 到 电化 学 转 导 具有 前 面 讨论 到 的 应 用 中 所 强调 的 优势 : 低 成 本 、 
高 灵敏 度 、 不 受 溶液 浑浊 度 的 影响 、 容 易 小 型 化 /非常 适合 于 进行 微细 加 工 、 低 
功率 要 求 和 相对 简单 的 装置 ， 这 一 点 并 不 令 人 人 惊讶。 这 些 特 性 使 得 电化 学 转 导 方 
法 与 可 植 人 的 和 /或 可 携带 的 手持 装置 高 度 兼容 。 

1.2.3 机 械 转 导 

多 数 情况 下 ， 机 械 生物 〈 化 学 ) 传感器 被 认为 是 “对 质量 敏感 的 ”， 这 是 因 
为 它们 最 初 是 被 用 于 在 真空 中 或 气体 环境 中 测量 超 薄 硬 片 的 重力 或 厚度 。 尽 管 质 
量 效应 仅仅 是 传感器 在 液体 ， 尤 其 是 在 软 的 生物 层 中 的 响应 的 贡献 者 之 一 ， 该 术 
语 将 在 本 节 中 被 使 用 ， 用 于 和 前 面 讨论 的 其 他 转 导 方法 比较 ， 从 而 强调 声 转 导 的 
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O 此 处 原 书 似 有 误 ， 原 书 为 “Lactase”， 即 乳酸 酶 ， 而 译 者 认为 ， 此 处 应 为 “Lactate”， 即 乳 
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图 1.2 蛋白 质 与 一 个 硅 纳 米线 (SINW) 结合 的 实时 监测 
a) 一 个 生物 素 改 性 SNW (Ze) 和 随后 的 链 霉 亲 和 素 结合 到 SINW 表面 OA) 的 示意 图 
b) 生物 素 改 性 SINW 的 电导 与 时 间 的 关系 图 ， 其 中 区 域 1、2 和 3 分 别 对 应 缓冲 溶液 、 
加 入 250 nM f EGER XE RA Bf py c) 未 改 性 SINW 的 电导 与 时 间 的 关系 图 ， 
成 1 和 2 与 b 中 一 致 dD 生物 素 改 性 传感器 对 于 加 入 250 nM BETEECRI A 
的 反应 ， 该 溶液 被 利用 4 当量 d- 生 物 素 进行 了 预 培养 e 生物 素 改 性 传感器 对 
于 加 入 25 pM 链 霉 亲 和 素 的 反应 [CH 9 
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机 械 基础 。 

声波 装置 提供 两 个 物理 量 的 信息 : 声波 能 量 的 存储 和 能 量 的 耗 散 ， 它 们 分 别 
可 以 通过 对 声波 振荡 的 频 移 和 衰减 进行 测量 而 得 到 。 因 此 ， 从 一 个 单一 的 传感器 
可 以 获得 多 于 一 个 的 信号 〈 注 意 到 ， 声 波 谐振 器 表现 出 振动 的 无 限 个 振动 模式 ， 
每 一 个 均 具 有 一 个 特定 的 共振 频率 和 阻尼 系数 )。 这 为 利用 少量 不 同 的 传感器 分 
析 多 组 信号 铺 平 了 道路 。 

在 过 去 的 几 年 中 ， 人 们 利用 声波 装置 作为 生物 传感器 的 兴趣 有 所 提升 ， 它 们 
被 用 于 研究 许多 生物 化 学 或 生物 系统 的 动力 学 和 热力 学 参数 ， 以 及 对 声 转 导 机 种 
中 机 械 界面 过 程 的 理解 。 本 节 结 构 如 下 : 首先 ， 简 要 讨论 固体 中 压 电 激发 声波 的 
物理 学 ,然后 给 出 压 电 质 量 传 感 装置 的 一 般 分 类 ， 最后， 在 下 一 节 具 体 讨 论 
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MEMS 生物 传感器 之 前 ,介绍 一 个 基于 厚度 剪 切 模式 谐振 器 的 商业 成 功 案例 。 
1.2.3.1 固体 中 的 压 电 激发 声波 

压 电 现象 (或 直接 压 电 效应 ) 由 居 里 (Curie) 兄弟 在 1880 年 首次 报道 ， 他 
们 描述 了 在 拉 、 压 和 扭转 作用 下 ， 固 体 表面 会 产生 电荷 这 一 现象 。 相 反 地 ， 通 过 
外 部 电场 导致 的 机 械 变形 被 称 为 逆 压 电 效 应 。 

为 了 能 够 在 晶体 材料 中 产生 压 电 效应 ， 该 材料 必须 不 存在 对 称 中 心 。 在 32 
个 晶 类 中 ， 有 21 个 是 非 中 心 对 称 的 ， 其 中 20 个 表现 出 直接 压 电 效应 。 尽 管 大 量 
的 晶体 表现 出 压 电 性 ， 只 有 石英 提供 了 独特 的 机 械 、 电 、 化 学 和 热 性 质 的 组 合 ， 
这 导致 了 其 在 商业 上 的 成 功 。 
1.2.3.2 压 电 声波 谐 振 器 的 分 类 

压 电 装置 通常 包含 石英 ， 其 他 压 电 材料 包括 包 酸 锂 或 乌 酸 锂 、 取 向 的 氧化 锌 
(ZnO), AKER CAIN) sk fS EK? HI (PZT). ZERMM BR. ADH (如 果 有 的 
话 ) 和 电极 的 几何 形状 决定 了 声波 和 装置 的 类 别 。 此 外 ， 声 波 被 根据 颗粒 移 位 相 
对 于 波 的 传播 方向 〈 纵 向 和 横向 ) 或 材料 表面 (水 平和 垂直 ) 的 方向 进行 区 分 。 
体 波 在 材料 内 部 自由 传播 ， 表 面 波 沿 着 装置 的 表面 被 引导 传播 ， 平 板 波 通过 从 多 
个 表面 反射 被 引导 传播 。 在 纵波 中 ， 颗 粒 的 移 位 方向 和 波 的 传播 方向 是 平行 的 
(压缩 波 ) ， 而 在 横 波 中 ， 它 们 彼此 垂直 “【〈 剪 切 波 ) 。 为 了 表征 表面 和 平板 剪 切 波 ， 
也 可 以 区 分 垂直 波 和 水 平 波 ， 垂 直 波 的 颗粒 移 位 垂直 于 表面 ， 水 平 波 的 颗粒 移 位 
平行 于 表面 。 

因为 声波 在 液体 中 发 生 严重 的 衰减 ， 只 有 基于 颗粒 移 位 平行 于 表面 的 振荡 装置 能 够 
被 用 于 液体 传 感 。 表 面 声波 (SAW) 装置 利用 同时 具有 水 平 波 和 垂直 波 组 分 的 瑞 利 
(Rayleigh) 波 ， 因 此 无 法 在 液体 中 被 驱动 。 上 述 规则 的 一 个 例外 是 弯曲 板 波 FPW) X 
置 ， 因 为 反对 称 Lamb 波 的 速度 太 小 ， 无 法 在 液体 中 与 压缩 波 耦合 DAN 1 。 

表面 和 板 波 装置 大 多 使 用 又 指 电极 CIDE) 作为 声波 的 发 射 器 和 接收 器 。 相 
反 地 ， 使 用 最 多 的 横向 剪 切 模式 谐振 器 (TSMR)， 通 常 被 称 为 石英 晶体 微 天 平 
(CQCM) ， 包 含 一 个 两 侧 具 有 金属 电极 的 石英 板 ， 它 产生 垂直 于 传感器 表面 传播 
的 体 波 。 下 面 将 介绍 一 个 最 近 被 成 功 商业 化 的 典型 的 QCM 设置 。 
1.2.3.3 ”具有 散热 监控 的 石英 晶体 微 天 平 (QCM-D) 

Sauerbrey ‘SAU 59] 的 研究 工作 预示 了 压 电 转换 器 在 生物 传感器 中 的 应 用 ， 他 
不 仅 是 QCM 应 用 的 先驱 ， 还 对 该 装置 的 物理 学 原理 进行 了 彻底 的 分 析 。 据 他 盖 
明 ， 添 加 到 QCM 传感器 上 的 质量 与 其 谐振 频率 的 漂移 成 比例 。 

QCM 传感器 装置 的 主要 优势 是 它 可 以 非常 精确 地 测量 谐振 频率 。 在 理想 条 
件 下 (温度 和 压强 控制 )， 质 量 灵 敏 度 可 以 低 至 几 十 皮 克 / 平 方 厘米 。 质 量 灵敏 度 
可 以 利用 所 谓 的 Sauerbrey 方程 表达 : 
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Am — pio; oe Af— : Af (1. 1) 


IF, or 和 Or 分 别 是 加 载 膜 的 密度 和 厚度 ;pa FIL ta 分 别 是 石英 板 的 密度 和 
厚度 ;了 是 传感器 的 操作 频率 ; n 是 泛音 数量 ; C 是 所 谓 的 QCM 的 质量 灵敏 度 
(取决 于 弹性 横 波 的 波 速 和 石英 的 密度 )。 

QCM 的 第 一 个 应 用 是 被 作为 真空 系统 中 薄膜 沉积 的 薄膜 厚度 监测 器 ， 或 作 
为 一 个 氧化 速率 传感器 [KAS 78. KAS 44, KIN64] 。 其 他 早期 应 用 还 包括 空气 中 的 气体 
传 感 LGU1811 。1985 4E, Kanazawa 通过 阐明 QCM 可 以 在 液体 中 以 一 种 稳定 可 重 
复 的 方式 被 操作 ， 为 一 套 新 的 应 用 打开 了 大 门 [KAN 55] 。 直 到 20 世纪 90 年 代 末 
期 ， 该 液 相 QCM 的 最 重要 的 应 用 是 电化 学 QCM (EQCMDCTAR 97), 

尽管 QCM 有 着 众多 的 应 用 ， 它 只 对 单一 参数 进行 测量 ， 也 就 是 单纯 的 频率 
测量 ， 因 此 它 慢 慢 表现 出 非常 严重 的 局 限 性 ， 尤 其 是 在 研究 非 刚 性 薄膜 时 。 这 很 
快 导致 人 们 对 于 Sauerbrey 模型 的 反思 。 事 实 上 ，Sauerbrey 模型 有 效 的 一 个 条 
件 是 加 载 膜 与 传感器 的 剪 切 振荡 之 间 具 有 完美 的 耦合 〈 例 如 ， 沉 积 到 QCM 活性 
表面 上 的 金属 或 陶瓷 膜 的 情况 )。 然 而 ， 当 QCM 被 开始 用 于 研究 软 的 薄膜 (如 
生物 膜 ) 时 ，Sauerbrey 关系 经 常 失 效 ， 导 致 数据 的 混乱 和 曲解 。 

对 于 为 什么 Sauerbrey 关系 应 用 在 软 的 薄膜 上 时 会 失效 的 一 个 定性 的 解释 如 
下 [S202] : 在 该 情况 下 ， 薄 膜 不 像 “ 僵 硬 的 物质 ”那样 遵循 传感器 的 机 械 振 荡 ， 
而 是 在 剪 切 方向 上 发 生变 形 ， 类 似 “ 躺 在 板 上 的 果冻 ”。 由 果冻 状 软 膜 引起 的 频 
移 不 是 对 应 它 的 静态 质量 ， 而 是 对 应 一 个 动态 值 ， 该 值 以 一 个 复杂 的 形式 依赖 于 
它 的 黏 性 和 弹性 组 分 。 这 是 软 的 聚合 物 或 生物 分 子 膜 的 情况 ， 因 此 它们 不 能 被 作 
为 遵循 Sauerbrey 方程 的 刚性 膜 对 待 ， 这 暗示 了 QCM 的 能 量 耗 散 可 能 受到 了 
影响 。 

据 Hook HOO?! 阐明 ， 同 时 对 谐振 频率 f 和 耗 散 因数 D (是 众所周知 的 品 
质 因数 的 倒数 ) 进行 测量 能 够 在 质量 摄取 方面 对 频 移 的 解释 有 所 帮助 ， 他 还 首次 
表示 与 吸附 在 一 个 特定 功能 化 的 QCM 传感器 上 的 蛋白 质 分 子 的 构象 状态 相关 的 
信息 是 可 以 被 获得 的 〈 见 图 1. 3)。 

相应 地 ， 该 工作 开拓 了 提取 与 加 载 在 QCM 传 感 咒 上 的 软 膜 的 黏 性 和 弹性 组 
分 相关 的 信息 的 可 能 ， 于 是 为 一 项 新 的 技术 〈 称 为 QCM-D， 其 中 D 代表 耗 散 ) 
铺 平 了 道路 。 使 用 QCM-D 技术 的 系统 现在 已 经 成 功 地 被 Q-Sense 公司 
(www. q-sense. com， 哥 德 堡 ， 瑞 典 ) 商业 化 。 

为 了 演示 QCM-D 原理 的 性 能 ， 血 红 和 蛋白 CHbO 的 吸附 被 选 作 第 一 个 模型 
LHOO 98a, HOO 98b] ， 其 中 AF 和 AD 被 同时 作为 时 间 的 函数 进行 了 记录 。 谐 振 频率 
和 耗 散 因数 的 变化 在 图 1.4 中 给 出 ， 实 验 是 浓度 为 1. 3uM 的 Hb 在 pH 值 分 别 
为 6.5 和 7.5 的 10mM Hepes 缓冲 液 中 发 生 在 一 个 玻 水 的 、 甲 基 封 端的 琉 基 覆 




















































































































































































































图 1.3 QCM-D 工作 原理 示意 图 
a) 压 电 石英 品 体 被 夹 在 两 个 金 电 极 之 间 b) 施加 穿 过 晶体 的 电场 导致 晶体 发 生 剪 切 运 动 

















c) 共振 剪 切 运动 能 够 被 通过 一 个 适当 频率 的 振荡 场 激 发 ”d) Me) 在 切断 驱动 电流 后 ， 
晶体 的 自由 衰减 振荡 被 监测 。 为 了 提取 共振 频率 上 和 耗 散 因数 D ， 唱 体 运 动 
的 时 间 变 化 A CO 可 以 利用 AQ) 二 AXexp( 一 x 了 D7) Xsin(2xft 十 pg) 进行 
拟 合 。 在 晶体 表面 上 附加 一 个 刚性 质量 cO 将 只 会 导致 f 的 降低 ， 而 附加 
一 个 软 〈 黏 弹性 ) 质量 e) 将 同时 会 影响 到 D。 因 此 ， 对 于 三 和 的 
变化 进行 监测 能 够 实时 地 跟踪 界面 过 程 FRIC OU 

























































































盖 的 金 表 面 上 的 吸附 LOO 980, 

可 以 看 出 ， 在 两 个 pH 值 下 ， 吸 附 均 在 初始 引起 了 一 个 快速 的 频率 下 降 (等 
同 于 质量 摄取 )， 随 着 表面 覆盖 达到 饱和 ， 随 后 的 频率 下 降 变 慢 。 此 外 ，D- 迁 移 
为 正 〈 意 味 着 耗 散 作用 的 增加 )， 并 表现 出 和 -迁移 相似 的 动力 学 。 一 个 有 效 的 
说 明 D- 和 广 数据 的 方法 是 对 Af 比 AD 做 图 ， 从 而 将 时 间作 为 显 参数 去 除 。 有 
趣 的 是 ， 在 图 1. 4c 中 ，Hb 吸附 的 快速 和 慢 速 阶 段 引 起 了 不 同 的 斜率 值 〈 每 单 
位 频 移 的 相对 耗 散 )， 意 味 着 Af 和 AD 测量 了 吸附 动力 学 的 不 同性 质 。 这 表明 ， 
一 种 单一 的 蛋白 质 可 以 形成 具有 不 同和 儿 弹性 性 质 的 吸附 层 ， 这 取决 于 它们 与 表面 
之 间 和 /或 互相 之 间 的 相互 作用 。 




















1.3 MEMS 转换 器 





尽管 QCM-D 技术 使 用 方便 且 坚 固 耐 用 ， 该 技术 仍然 受到 缺乏 复 用 能 力 的 困 
扰 (考虑 到 最 近来 自 Q-Sense 的 EA 系统 配置 )， 更 重要 的 是 ， 它 缺乏 可 集成 性 。 
此 外 ， 灵 人 敏 度 的 提升 仍然 是 生物 传感器 开发 的 驱动 力 。 因 为 谐振 传感器 的 质量 敏 
感性 基本 上 由 质量 变化 与 总 振动 质量 的 比值 所 决定 ， 作 为 一 个 经 验 法 则 ， 谐 振 吉 
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图 1.4 a) 和 b) 在 pH 值 为 6.5 和 7.0 条 件 下 ，Hb TEWLZK xe H E- Ue [fp B5 
Af Ml AD Gt 的 关系 。c) pH 值 对 于 Hb 吸附 动力 学 的 影响 还 被 利用 D-f 图 
进行 了 阐释 。pH 值 为 7.0 时 的 简单 线性 行为 被 pH 值 为 6. 5 时 的 两 相 行为 所 
JS. CH pH 值 为 6.5 时 ， 总 质量 摄取 和 最 终 耗 散 迁 移 更 大 。[ (@) pH 值 
7.0; (ED pH 值 6.5 [HOO 98a] 7 




















越 轻 ， 相 对 的 质量 增加 越 大 。 硅 技术 可 能 在 这 个 领域 开启 新 的 可 能 性 : 检测 更 小 
质量 的 能 力 、 加 工 在 单位 面积 上 具有 大 量 元 素 的 矩阵 [2M0, RAB OST 、 单 片 集成 
电子 电路 的 能 力 以 及 低 成 本 地 批量 生产 装置 。 

目前 ， 包含 市 售 悬 臂 的 基于 MEMS 的 质量 传感器 是 可 以 购 得 的 ， 这 些 悬 臂 
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通常 由 硅 、 氮 化 硅 或 二 氧化 硅 制 得 。 悬 臂 式 传感器 的 一 个 主要 优势 是 检测 交互 化 
合 物 时 无 需 在 分 析 物 中 引入 一 个 光学 检测 标签 ， 例 如 所 有 用 于 生物 检测 应 用 的 质 
量 传 感 技术 。 

从 历史 上 看 ， 大 量 详尽 的 实验 被 用 于 在 微观 尺度 上 集成 移动 和 传 感 功能 。 尽 
管 对 振荡 原理 的 所 有 驱动 /检测 进行 综述 超出 了 本 章 的 内 容 范 围 ， 但 不 能 忽视 被 
广泛 用 作 精 致 的 惯性 仪器 〈 加 速度 计 、 陀 螺 测 试 仪 、 压 力 传感器 )[Y^2 ?8 的 静电 
式 / 电 容 式 的 驱动 器 /传感器 。 不 幸 的 是 ， 因 为 生物 检测 意味 着 必然 是 在 液体 环境 
下 操作 的 ， 该 要 求 直 接 排 除了 电容 式 传感器 〈 在 空气 或 真空 条 件 下 操作 最 为 理 
想 )。 既 而 ， 其 他 更 适用 于 生物 传 感 的 驱动 / 传 感 方 法 被 进行 了 测试 : 磁 动 势 的 
(优异 的 传感器 ,但 因为 需要 一 个 外 部 的 磁铁 而 具有 有 限 的 集成 性 VAN OTD) JR 
阻 的 (高 度 灵敏 ， 但 作为 驱动 器 不 太 有 效 RASO] ) 和 压 电 的 (优异 的 驱动 器 ， 
但 因为 需要 高 增益 /宽带 电荷 放大 的 解决 方案 ， 作 为 传感器 来 说 过 于 脆弱 
[AYE 08] ) 。 

近年 来 ， 利 用 MEMS 的 生物 化 学 检测 取得 了 非常 令 人 振奋 和 显著 的 进展 。 
直接 的 无 标签 DNA 检测 已 经 被 利用 硅 悬 臂 通过 应 力 - 传 感 模式 〈 也 就 是 实时 监 
测 悬 臂 的 弯曲 ， 该 信息 可 以 解释 为 由 生物 分 子 在 它 特定 官能 化 的 一 侧 的 吸附 引起 
的 表面 自由 能 的 变化 LERTO] ) 进行 了 阐述 。 这 些 传 感 器 还 被 用 作 感 知 蛋 白质 和 
肿瘤 标志 物 ， 例 如 前 列 腺 特异 抗原 ， 该 抗原 已 经 在 临床 相关 的 条 件 下 的 人 体 的 血 
清 中 以 浓度 0. 2ng/mL 被 检测 到 WOU ( 见 图 1.5)。 最 近 ， 人 们 还 提出 了 颇具 挑 
战 的 实验 ， 用 于 监测 固定 在 微 悬 辟 上 的 蛋白 质 的 构象 变化 〈 细 菌 视 紫红 质 
[BRA 06] BY A 2S METRE REIS [MUK 05] ) 。 
































检测 器 激光 





微机 械 悬 臂 


图 1.5 利用 一 个 MEMS 悬臂 的 面向 生物 传 感 应 用 的 实验 设置 的 示意 图 。 右 
侧 的 扫描 电子 显 微 照片 显示 的 为 长 度 为 200nm、 厚 度 为 0. 5pm 的 镀金 氮 化 硅 
巧 臂 梁 的 几何 形状 。 对 于 巧 臂 偏转 的 测量 是 通过 将 一 束 激光 在 悬臂 的 背面 反 
射 ， 并 将 其 聚焦 到 一 个 位 置 敏感 检测 器 上 完成 的 [WU 中 
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结构 的 谐振 也 可 以 被 作为 一 个 传 感 机 制 使 用 ， 需 要 记 住 的 是 它 需 要 悬臂 的 主 
动 驱 动 和 用 于 频率 测量 的 反馈 。 压 电 薄 膜 通常 被 用 于 该 目的 ， 尽 管 磁 驱 动 
LVAN 05) 也 曾 被 使 用 过 。 惹 辟 AT 切 型 石英 晶体 谐振 器 也 被 通过 使 用 深层 反应 离 
FAA ph Hil IN 1 。 一 个 主要 的 挑战 是 提高 谐振 器 的 品质 因数 。 在 空气 中 ， 处 
TOT OEE E LE PRA AA 103 的 Q- 因 数 能 够 得 到 皮 克 范 围 的 质量 分 辨 率 
[LUC 06] 。 磁 驱动 和 闭环 反馈 可 以 显著 地 提高 品质 因数 [VIP0%] 。 另 一 种 提高 质量 
灵敏 度 的 方法 是 使 用 较 高 的 模式 CSAY 04] (因为 它们 表现 出 更 高 的 谐振 频率 和 Q- 
因数 值 ) 。 























图 1.6 由 一 个 充满 液体 的 微 悬 臂 实 现 的 两 种 质量 测量 模式 的 示意 图 EBUR 07] 
a) 一 个 其 着 的 微 通 道 将 质量 变化 变 成 共振 频率 的 变化 。 液 体 持续 流 经 通道 ,输送 生物 分 
子 、 细 胞 或 合成 颗粒 。 通 过 将 通道 壁 和 液体 层 厚度 缩小 到 微米 尺度 ， 以 及 在 高 真空 下 封 
装 悬 臂 ， 可 以 达到 亚 飞 克 级 的 质量 分 辩 率 b) 尽管 结合 和 未 结合 的 分 子 均 会 提高 通道 的 
质量 ， 结 合 到 通道 壁 上 的 物种 会 在 装置 内 累积 ， 因 此 它们 的 数量 会 大 大 地 超过 溶液 中 游 
离 分 子 的 数量 。 这 使 得 通过 固定 的 受 体 进行 特定 的 检测 成 为 可 能 co 在 另 一 个 测量 模式 
下 ， 流 经 悬臂 的 颗粒 不 发 生 表面 结合 ， 观 察 到 的 信号 取决 于 颗粒 在 通道 中 的 位 置 〈 插 图 
1 一 3) 。 一 个 颗粒 的 精确 质量 过 剩 能 够 通过 在 顶点 处 引起 的 峰 频 率 迁 移 进行 量化 
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然而 ， 在 液体 环境 下 ， 也 就 是 实时 生物 传 感 应 用 的 情况 下 ， 一 个 微 结构 的 面 
外 振动 发 生 强 烈 的 衰减 ， 导 致 Q- 因 数 本 质 上 的 减少 〈 对 于 悬臂 微 结 构 来 说 减少 
了 几 个 单位 [BER 00] ) 。 解 决 这 一 问题 的 一 个 方案 是 在 流体 单元 里 面 有 意 地 困 住 气 
ig TAYE OT] 。 另 一 个 方法 是 使 用 圆 盘 状 微 结构 ， 并 在 旋转 面 内 模式 下 操作 ， 从 而 
避免 面 外 振动 的 发 生 ， 这 样 的 话 ，Q- 因 数 在 空气 中 可 以 高 达 5800， 在 液体 中 可 
以 高 达 100 (H0 91 。Manalis 的 研究 组 提出 了 一 个 真正 的 范式 上 的 改变 ， 其 中 包 
括 通过 埋 在 传感器 中 的 通道 集成 液体 循环 BUR OT] 。 尽 管 需要 多 个 步 又 来 加 工 悬 
辟 传 感 器 ， 该 情况 导致 谐振 器 承载 了 流体 单元 ， 这 和 常用 的 方法 是 相反 的 〈 见 图 
1. 6)。 在 该 配置 下 ， 攻 臂 在 空气 或 真空 中 振动 (没有 由 周围 的 液体 引起 的 衰减 )， 
且 ， 因 为 液 相 中 感 兴趣 的 分 子 的 吸附 发 生 在 通道 辟 上 ， 质 量变 化 发 生 在 所 埋 的 
通道 之 中 。 在 这 里 ， 信 号 取决 于 吸附 的 分 子 与 缓冲 液 的 密度 上 的 差别 。 

































































1.4 MEMS 生物 传感器 的 一 个 具体 应 用 : 病原 体 的 检测 


在 2001 年 的 恐怖 事件 之 后 ， 利 用 生物 病原 体 (BPA) 进行 攻击 成 为 一 个 可 
能 发 生 的 事件 。 关 于 此 类 攻击 的 破坏 性 的 证 据 以 及 造成 的 铠 慌 已 经 通过 影视 剧 集 
所 证 明 ， 例 如 ，1995 年 发 生 在 东京 的 由 奥 姆 真理 教 组 织 的 沙 林 毒气 袭击 ，1984 
年 罗 杰 尼 和希 教 在 俄 勒 交州 餐馆 中 投放 的 沙门 氏 菌 ， 以 及 9，11 事件 后 不 久 发 生 的 
炭 钼 信 攻 击 事件 。 实 际 上 ， 生 物 袭 击 的 一 个 重要 问题 是 确定 袭击 是 否 发 生 。 这 是 
因为 人 们 通常 很 难 区 分 感染 BPA 后 的 初始 症状 和 感染 更 良性 的 生物 制剂 后 导致 
的 症状 。 对 于 这 一 诊断 问题 的 解决 方案 是 利用 可 以 识别 已 知 生物 制剂 的 化 学 标记 
物 的 生物 传 感 技术 。 

目前 ,已 经 被 美国 疾病 控制 与 检测 中 心 (CDC) 划分 为 A 类 试剂 [BROT] 的 
众所周知 的 病原 体 有 炭 痊 热 、 免 热 病 、 肉 毒 杆菌 毒素 、 疗 疫 (只 有 气 溶胶 版 本 )、 
天 花 和 出 血 热 。 它 们 包括 来 自 革 兰 氏 阳 性 菌 的 生物 制剂 的 主要 类 型 ， 它 们 形成 孢 
子 “〈 痰 冶 杆 菌 ， 炭 冶 热 ， 鼠 疫 耶 尔 森 氏 菌 ， 肺 鼠疫 ) 、 革 兰 氏 阴性 菌 CE pge H 
西 斯 菌 ， 免 热 病 ) 以 及 源 自 菌 种 (来 自 肉 毒 梭 菌 的 肉 毒 杆菌 毒素 ) 和 病毒 CK 
花 ) 的 毒素 。 

为 了 针对 这 些 分 析 物 开发 生物 传感器 ， 最 重要 的 是 考虑 这 些 分 析 物 在 何 种 基 
质 中 被 发 现 〈 例 如 空气 、 水 、 食 物 和 人 )、 分 析 物 的 类 型 (孢子 、 细 菌 、 病 毒 和 
毒素 ) 以 及 分 析 物 的 可 能 特征 〈 从 而 使 用 一 种 合适 的 生物 识别 元 素 对 它 进 行 检 
测 )。 对 于 这 些 特征 的 识别 要 求 对 该 生物 物种 以 及 它们 被 发 现 的 形式 有 一 定 的 了 
解 。 其 他 进一步 的 考虑 还 包括 生物 传感器 需要 执行 的 测量 类 型 ， 也 就 是 是 否 是 对 
感染 的 早期 识别 (“检测 到 治疗 ”系统 )， 还 是 提出 某 一 地 区 被 BPA 污染 的 警告 ， 
从 而 预防 感染 (“检测 到 预防 ”系统 )。 对 于 这 些 生 物 传感器 的 标准 是 非常 不 同 的 。 
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一 个 检测 到 治疗 系统 必须 能 够 在 感染 发 生 的 几 小 时 内 从 一 个 生物 样品 中 识别 出 
BPA。 因 此 检测 到 治疗 生物 传 感 能 够 由 特殊 训练 的 人 员 利 用 分 析 实 验 室 工具 执行 。 
通常 来 说 ， 检 测 到 保护 系统 必须 能 够 在 空运 样品 到 达 的 几 分 钟 内 在 无 使 用 者 干涉 的 
情况 下 发 出 警告 。 因 此 ， 便 携 性 、 可 靠 性 、 快 速 响应 〈 实 时 的 )、 低 检 出 限 以 及 坚 
固 耐 用 的 包装 是 第 二 种 系统 的 关键 要 求 ， 能 够 通过 微机 械 声学 传 感 顺 实现。 
尽管 目前 还 没有 市 售 的 “检测 到 保护 ” 微 系统 ， 近 年 来 有 大 量 的 论文 加 工 并 测 
试 了 用 于 检测 BPA 或 其 仿制 物 的 MEMS 生物 传 感 咒 。 表 1.1 给 出 了 旨 在 研究 “检测 
到 保护 ”微机 械 装 置 的 亲和力 生物 传 感 概念 的 一 个 代表 性 名 单 及 它们 的 属性 。 
表 1.1 在 检测 到 保护 微机 械 装置 上 实施 亲和力 生物 传 感 概念 的 代表 性 名 单 
(无 需 试 剂 ”是 指 在 不 考虑 样品 制备 的 情况 下 ， 测 量 时 不 需要 使 用 额外 的 试剂 的 情况 ) 
























































































































































































































































分 析 物 检测 限 。 检测 时 间 oe 注解 
枯草 芽孢 ER Eu E iu 静态 模式 下 操作 的 8 个 悬臂 阵列 (4 个 用 于 检测 ， 
FT dn. PIE 4 个 用 于 控制 目的 )IDHA 0% 
mum 333 HF dus Ge E 共振 模式 下 在 流 中 操作 的 压 电 式 毫米 级 悬臂 。 

/mL e 目标 孢子 被 与 其 他 细菌 菌株 混合 [CAM 072] 

ae 300 孢子 EE 共振 模式 下 在 流 中 操作 的 压 电 式 毫 米 级 
BAIT TR fak Ih AE 7E 县 辟 [CAM 06a] 

1 热 引起 的 振荡 驱动 的 微 统 臂 ,在 空气 和 水 中 利用 

X JHTF adi FH MID 是 E D 2i " » 
KERE AE JU ee Malis PSEA RUE D n 

RT 共振 模式 下 在 流 中 操作 的 压 电 式 毫米 级 悬臂 , 顺 
[- 4 AY &y E. d. 
KEFE 100 细胞 /mL LAM Æ 是 序 注射 不 同 的 材料 MARon 
rs ^w a m JE - roe 
大 肠 杆菌 50 细胞 /mL 2~6h 是 是 共振 模式 在 流 中 操作 的 压 电 式 毫 米 级 











Æ HF [CAM 07b 
共振 模式 下 在 流 中 操作 的 压 电 式 毫米 级 


E [:1 [CAM 06b 









































A 群 链球 菌 700 细胞 /mL — JLA FR Æ f 























iom 10° cfu/mL(cfu— f 原子 力 显微镜 的 设置 ,测量 在 静态 模式 下 进行 ， 
沙 1 Z keh =) à 
ee 菌落 形成 单位 ) 儿 分 "s 是 无 循环 流 [wEE 03] 

在 静态 模式 下 操作 的 压 阻 悬臂 ,测量 在 气 溶胶 和 
液体 样品 中 进行 [GUN 03] 









































APS Ii EE 2mg/mL 几 小 时 “是 是 


当然 ， 上 面 讨论 的 微型 传感器 还 没有 一 个 走出 实验 室 ， 更 不 用 说 满足 最 重要 
的 一 个 要 求 ， 也 就 是 一 个 能 够 被 士兵 或 平民 在 一 个 广 布 可 能 暴露 的 BPA 的 环境 
中 穿戴 的 检测 到 保护 型 生物 传感器 。 对 于 开发 这 样 的 一 种 生物 传感器 来 说 还 存在 
着 几 个 障碍 ， 包 括 中 将 空运 的 样品 收集 并 传送 到 一 个 可 以 操作 该 生物 传感器 的 密 
闭环 境 、 包 降低 检测 限 并 获得 更 快 的 响应 以 及 加 实现 并 证 明 整 个 生物 传 感 平 台 的 
实际 集成 。 如 果 说 第 一 个 标准 主要 是 针对 BPA 相关 的 生物 传感器 [但 应 该 通过 
芯片 实验 室 或 微 全 分 析 系 统 TAS) 提供 的 解决 方案 适用 于 任何 应 用 ]， 第 二 
个 标准 较为 通用 ， 从 病理 诊断 到 基础 生物 物理 学 的 其 他 生物 传 感 应 用 都 必须 满 
足 ， 第 三 个 标准 则 是 自称 小 型 化 传感器 的 商业 化 成 功 中 的 真正 阻碍 。 这 意味 着 ， 
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为 了 使 原型 MEMS 传 感 平台 走出 研究 实验 室 成 为 可 能 ， 未 来 的 工作 应 该 集中 在 
驱动 / 传 感 方案 、 读 出 电子 以 及 结果 显示 或 发 送 (对 于 远程 操作 ) 的 集成 。 











参考 文献 


[AYE 07] AYELA C., NICU L., “Micromachined piezoelectric 
membranes with high nominal quality factors in Newtonian 
liquid media: a Lamb's model validation at the microscale”, 
Sensors and Actuators Chemical, vol. B123, pp. 860—868, 2007. 


[AYE 08] AYELA C., ALAVA T., LAGRANGE D., et al., “Electronic 
scheme for multiplexed dynamic behavior excitation and 
detection of piezoelectric silicon-based micromembranes”, IEEE 
Sensors Journal, vol. 8, pp. 210—217, 2008. 


[BAS 04] BASHIR R., “BioMEMS: state-of-the-art in detection, 
opportunities and prospects", Advanced Drug Delivery Reviews, 
vol. 56, pp. 1565-1586, 2004. 


[BAS 06] BASHIR R., WERELEY S. Biomolecular Sensing, 
Processing, and Analysis in BioMEMS and Biomedical 
Nanotechnology, Springer, Berlin, 2006. 


[BER 00] BERGAUD C., NICU L., “Viscosity measurements based on 
experimental investigations of composite cantilever beam 
eigenfrequencies in viscous media”, Review of Scientific 
Instruments, vol. 71, pp. 2487-2491, 2000. 


[BES 03] BESTEMAN K., LEE J., WIERTZ F.G.M., et al., “Enzyme- 
coated carbon nanotubes as single-molecule biosensors”, Nano 
Letters, vol. 3, pp. 727—730, 2003. 


[BHA 99] BHATIA S.N, CHEN C.S., “Three-dimensional 
photopatterning of hydrogels containing living cells", 
Biomedical Microdevices, vol. 2, pp. 131—144, 1999. 


[BIE 96] BIER F.F., EHRENTREICH-FORSTER E., BAUER C.G., et al., 
"High sensitive competitive immunodetection of 2,4- 
dichlorophenoxyacetic acid using enzymatic amplification with 
electrochemical detection", Fresenius Journal of Analytical 
Chemistry, vol. 354, pp. 861—865, 1996. 


[BOR 97] BORKHOLDER D.A., BAO J., MALUF N.I., et al. 
"Microelectrode arrays for stimulation of neural slice 
preparations", Journal of Neuroscience Methods, vol. 77, pp. 61— 
66, 1997. 


16 


Tak 2A UL E EH ft KR ZS 





[BRA 06] BRAUN T. BACKMANN N., VOGTLI M. et al. 
“Conformational change of bacteriorhodopsin quantitatively 
monitored by microcantilever sensors”, Biophysical Journal, vol. 
90, pp. 2970—2977, 2006. 


[BRO 01] BROUSSARD L.A., “Biological agents: weapons of warfare 
and bioterrorism", Molecular Diagnosis, vol. 6, pp. 323—333, 
2001. 


[BUE 93] BUERK D.G., Biosensors: Theory and Applications, 
Technomic Publishing Company, 1993. 


[BUR 07] BURG T.P., GODIN M., KNUDSEN S.M, et al., “Weighing of 
biomolecules, single cells and single nanoparticles in fluid”, 
Nature, vol. 446, pp. 1066-1069, 2007. 


[CAM 06a] CAMPBELL G. A., MUTHARASAN R., “Detection of Bacillus 
anthracis spores and a model protein using PEMC sensors in a 
flow cell at 1 mL/min”, Biosensors Bioelectronics, vol. 22, pp. 78— 
85, 2006. 


[CAM 06b] CAMPBELL G.A., MUTHARASAN R., “PEMC sensor’s mass 
change sensitivity is 20 pg/Hz under liquid immersion”, 
Biosensors Bioelectronics, vol. 22, pp. 35—41, 2006. 


[CAM 07a] CAMPBELL G.A., UKNALIS J., TU S.L, et al., “Detect of 
Escherichia coli O157: H7 in ground beef samples using 
piezoelectric excited millimeter-sized cantilever  (PEMC) 
sensors”, Biosensors Bioelectronics, vol. 22, pp. 1296-1302, 
2007. 


[CAM 07b] CAMPBELL G.A., MUTHARASAN R., “Method of 
measuring Bacillus anthracis spores in the presence of copious 
amounts of Bacillus thuringiensis and Bacillus cereus", 
Analytical Chemistry, vol. 79, pp. 1145-1152, 2007. 


[CHI 07] CHINOWSKTY T.M., SOELBERG S.D., BAKER P., et al., 
“Portable 24-analyte surface plasmon resonance instruments for 
rapid, versatile biodetection”, Biosensors Bioelectronics, vol. 22, 
pp. 2268-2275, 2007. 


[CUI 01] Cul Y., WEI Q., PARK H., et al., “Nanowire nanosensors 
for highly sensitive and selective detection of biological and 
chemical species”, Science, vol. 293, pp. 1289-1292, 2001. 


第 1 章 面向 小 型 化 生物 传感器 的 转 导 技术 





[DAV 07] DAVILA A.P., JANG J., GUPTA A.K., et al., “Microresonator 
mass sensors for detection of Bacillus anthracis Sterne spores in 
air and water”, Biosensors Bioelectronics, vol. 22, pp. 3028- 
3035, 2007. 


[DHA 06] DHAYAL B., HENNE W. A., DOORNEWEERD D.D., et al., 
“Detection of Bacillus subtilis spores using  peptide- 
functionalized cantilever arrays”, Journal of the American 
Chemical Society, vol. 128, pp. 3716-3721, 2006. 


[DRU 03] DRUMMOND T.G., HILL M.G., BARTON J.K, 
“Electrochemical DNA sensors”, Nature Biotechnology, vol. 21, 
pp. 1192-1199, 2003. 


[FRI 00] FRITZ J., BALLER M.K., LANG H.P., et al., “Translating 
biomolecular recognition into nanomechanics”, Science, vol. 288, 
pp. 316-318, 2000. 


[GIZ 02] GIZELI E., LOWE C.R., Biomolecular Sensors, Taylor & 
Francis, 2002. 


[GRE 91] GREEN M.J., BARRANCE D.J., HILDITCH P.L, 
“Electrochemical immunoassay”, in PRICE C.P., NEWMAN D.J. 
(eds), Principles and Practice of Immunoassay, Macmillan, 
London, 1991. 


[GRO 77] GROSS G.W., RIESKE E., KREUTZBERG G.W., et al., “New 
fixed-array multi-electrode system designed for long-term 
monitoring of extracellular single unit neuronal-activity in 
vitro", Neuroscience Letters, vol. 6, pp. 101—105, 1977. 


[GUI 81] GUILBAULT G.G., “Analysis of environmental pollutants 
using a piezoelectric crystal detector", International Journal of 
Environmental Analytical Chemistry, vol. 10, pp. 89—98, 1981. 


[GUN 03] GUNTER R.L., DELINGER W.G., MANYGOATS K., et al., 
"Viral detection using an embedded piezoresistive 
microcantilever sensor", Sensors and Actuators Physical, vol. 
A107, pp. 219-224, 2003. 


[HAL 90] HALL E.A.H., Biosensors, Open University Press, 1990. 


[HIN 95] HINTSCHE R., KRUSE C., UHLIG A., PAESCHKE M., LISEC 
T., SCHNAKENBERG U., WAGNER B., “Chemical microsensor 
systems for medical applications in catheters”, Sensors and 

. Actuators Chemical, vol. B27, pp. 471-473, 1995. 


17 


18 


油 纳 机 电 生 物 传感器 








[HO 95] Ho W.O., ATHEY D., McNEIL C.J., “Amperometric 
detection of alkaline-phosphatase activity at a horseradish- 
peroxidase enzyme electrode based on activated carbon -一 
potential application to electrochemical immunoassay”, 
Biosensors Bioelectronics, vol. 10, pp. 683-691, 1995. 


[HOO 97] HOOK F., Development of a novel QCM technique for 
protein adsorption studies, PhD Thesis, Chalmers University of 
Technology, Gothenburg, Sweden, 1997. 


[HOO 98a] HÖÖK F., RODAHL M., BRZEZINSKI P., et al., “Energy 
dissipation kinetics for protein and antibody-antigen adsorption 
under shear oscillation on a quartz crystal microbalance”, 
Langmuir, vol. 14, pp. 729—734, 1998. 


[HOO 98b] HÖÖK F., RODAHL M., KASEMO B., et al., “Structural 
changes in hemoglobin during adsorption to solid surfaces: 
effects of pH, ionic strength, and ligand binding”, Proceedings of 
the National Academy of Sciences of the United States of 
America, vol. 95, pp. 12271-12276, 1998. 


[IJAN 00] JANSHOFF A., GALLA H.J., STEINEM C., “Piezoelectric 
mass-sensing devices as biosensors — an alternative to optical 
biosensors?”, Angewandte Chemie International Edition, vol. 39, 
pp. 4004—4032, 2000. 


[JOH 91] JOHNSSON B., LOFAS S., LINDQUIST G., “Immobilization of 
proteins to a carboxymethyldextran-modified gold surface for 
biosepcific interaction analysis in surface-plasmon resonance 
sensors", Analytical Biochemistry, vol. 198, pp. 268-277, 1991. 


[JON 91] JONSSON U., FAGERSTAM L., IVARSSON B., et al., “Real- 
time biospecific interaction analysis using surface-plasmon 
resonance and a sensor chip technology”, Biotechniques, vol. 11, 
pp. 620—627, 1991. 


[KAN 85] KANAZAWA K.K., “Parasitic drag on a quartz resonator in 
liquid”, Journal of Electrochemical Society, vol. 132, p. 368, 
1985. 


[KAS 78] KASEMO B., TÖRNQVIST E., “Quartz crystal microbalance 
measurements of O-Ti and CO-Ti atom ratios on very thin Ti 
films”, Surface Science, vol. 77, pp. 209-218, 1978. 


第 1 章 面向 小 型 化 生物 传感器 的 转 导 技术 





[KAS 80] KASEMO B., TÖRNQVIST E., “Weighing fractions of 
monolayers — application to the adsorption and catalytic 
reactions of Hz, CO and Oz on Pt”, Physical Review Letters, 
vol. 44, pp. 1555-1558, 1980. 


[KIN 64] KING JR W.H., “Piezoelectric sorption detector”, 
Analytical Chemistry, vol. 36, pp. 1735-1739, 1964. 


[KOV 98] Kovacs G.T.A., Micromachined Transducers Sourcebook, 
WCB/McGraw-Hill, Boston, MA, 1998. 


[KRE 68] KRETSCHMANN E., RAETHER H., “Radiative decay of non- 
radiative surface plasmons excited by light”, Zeitschrift fiir 
Naturforschung Part A — Astrophysik Physic und Physikalische 
Chemie, vol. A23, pp. 2135-2136, 1968. 


[LEH 01] LEHMANN M., BAUMANN W., B M., et al., “Simultaneous 
measurement of cellular respiration and acidification with a 
single CMOS ISFET", Biosensors Bioelectronics, vol. 16, pp. 
195-201, 2001. 


[LIE 83] LIEDBERG B., NYLANDER C., LUNDSTROM I., “Surface- 
plasmon resonance for gas detection and biosensing”, Sensors 
and Actuators, vol. 4, pp. 299-304, 1983. 


[LIN 05] LIN Y.C., ONO T., ESASHI M., “Resonating quartz-crystal 
cantilever for force sensing”, Proceedings of the 13th 
International Conference on Solid-State Sensors Actuators and 
Microsystems (Transducers 05), Seoul, South Korea, 593—596, 
5-9 June 2005. 


[LÓF 90] Loras S., JOHNSSON B., “A novel hydrogel matrix on gold 
surfaces in surface-plasmon resonance sensors for fast and 
efficient covalent immobilization of ligands”, Journal of the 
Chemical Society — Chemical Communications, vol. 21, 
pp. 1526-1528, 1990. 


[LUC 03] LucKLUM R., HAUPTMANN P., “Acoustic microsensors — 
the challenge behind microgravimetry”, Analytical and 
Bioanalytical Chemistry, vol. 384, pp. 667—682, 2006. 


[MAR 07] MARALDO D., RIJAL K., CAMPBELL G., et al., “Method for 
label-free detection of femtogram quantities of biologics in 
flowing liquid samples”, Analytical Chemistry, vol. 79, pp. 2762— 
2770, 2007. 


19 


20 


微 纳 机 电 生 物 传 感 器 





[MEA 96] MEADOWS D., “Recent developments with biosensing 
technology and applications in the pharmaceutical industry”, 
Advanced Drug Delivery Reviews, vol. 21, pp. 179—189, 1996. 


[MUH 03] MUHAMMAD T.Z., ALOCILJA E.C., “A conductometric 
biosensor for biosecurity”, Biosensors Bioelectronics, vol. 18, 
pp. 813-8189, 2008. 


[MUK 05] MUKHOPADHYAY R., SUMBAYEV V.V., LORENTZEN M., 
et al., “Cantilever sensor for nanomechanical detection of 
specific protein conformations”, Nano Letters, vol. 5, pp. 2385- 
2388, 2005. 


[NAI 05] NAIMUSHIN A.N., SPINELLI C.B., SOELBERG S.D., et al., 
“Airborne analyte detection with an aircraft-adapted surface 


plasmon resonance sensor system”, Sensors and Actuators 
Chemical, vol. B 104, pp. 237—248, 2005. 


INIW 95] Niwa O., “Electroanalysis with interdigitated array 
microelectrodes”, Electroanalysis, vol. 7, pp. 606—613, 1995. 


INYL 82] NYLANDER C., LIEDBERG B., LIND T., “Gas detection by 
means of surface-plasmon resonance”, Sensors and Actuators, 
vol. 3, pp. 79-88, 1982. 


[OTT 68] OTTO A., “Excitation of nonradiative surface plasma 
waves in silver by method of frustrated total reflection”, 
Zeitschrift für Physik, vol. 216, pp. 398—410, 1968. 


PEP 86] PEPPAS N.A., Hydrogels in Medicine and Pharmacy, CRC, 
Boca Raton, FL, 1986. 


POC 78] POCKRAND I., SWALEN J.D., GORDON J.G., et al., “Surface 
plasmon spectroscopy of organic monolayer assemblies", Surface 
Science, vol. 74, pp. 237-244, 1978. 


POL 00] PoLLA D.L., ERDMAN A.G., ROBBINS W.P., et al., 
“Microdevices in medicine", Annual Review in Biomedical 
Engineering, vol. 2, pp. 551—576, 2000. 





[RAB 03] RABE J., BUTTGENBACH S., SCHRODER J., et al., 
“Monolithic miniaturized quartz microbalance array and its 
application to chemical sensor systems for liquids”, IEEE 
Sensors Journal, vol. 3, pp. 361—368, 2003. 


第 1 章 面向 小 型 化 生物 传感器 的 转 导 技术 21 





[RAS 03] RASMUSSEN P.A., THAYSEN J., HANSEN O., et al., 
“Optimised cantilever biosensor with piezoresistive read-out”, 
Ultramicroscopy, vol. 97, pp. 371—376, 2003. 


[RIC 04] RICHTER R., The formation of solid-supported lipid 
membranes and two-dimensional assembly of proteins. A study 
combining atomic force microscopy and quartz crystal 
microbalance with dissipation monitoring, PhD Thesis, 
University of Bordeaux, France, 2004. 


[RUD 96] RUDEL U., GESCHKE O., CAMMANN K., “Entrapment of 
enzymes in electropolymers for biosensors and graphite felt 
based flow-through enzyme reactors”, Electroanalysis, vol. 8, 
pp. 1135-1139, 1996. 


[SAR 99] SARKAR P., TURNER A.P.F., “Application of dual-step 
potential on single screen-printed modified carbon paste 
electrodes for detection of amino acids and proteins", Fresenius 
Journal of Analytical Chemistry, vol. 364, pp. 154—159, 1999. 


[SAU 59] SAUERBREY G., "Verwendung von scwhinquarzen zur 
wagung dunner schichten und zur mikrowagung”, Zeitschrift 
fur Physik, vol. 155, pp. 206—222, 1959. 


[SAY 04] SAYA D., NICU L., GUIRARDEL M., et al., “Mechanical effect 
of gold nanoparticles labeling used for biochemical sensor 
applications: a multimode analysis by means of SiNx 
micromechanical cantilever and bridge mass detectors”, Review 
of Scientific Instruments, vol. 75, pp. 3010-3015, 2004. 


[SCH 96] SCHNAKENBERG U., LISEC T., HINTSCHE R., et al., “Novel 
potentiometric silicon sensor for medical devices", Sensors and 
Actuators Chemical, vol. B34, pp. 476—480, 1996. 


[SEO 05] SEO J.H., BRAND O., “Novel high Q-factor resonant 
microsensor platform for chemical and biological applications", 
13th International Conference on Solid-State Sensors, Actuators 
and Microsystems (Transducers 705), Seoul, South Korea, 
pp. 247—250, 5-9 June 2005. 


[SEP 06] SEPÚLVEDA B., SÁNCHEZ DEL RÍO J., MORENO M., et al., 
"Optical biosensor microsystems based on the integration of 
highly sensitive Mach-Zehnder interferometer devices ", 
Journal of Optics A: Pure and Applied Optics, vol. 8, pp. 561- 


566, 2006. 


22 


Tak 2A UL E EH fk RK ZS 





[SHU 94] SHUL’GA A.A., SOLDATKIN A.P., EL’SKAYA A.V., et al., 
“Thin-film conductometric biosensors for glucose and urea 
determination”, Biosensors Bioelectronics, vol. 9, pp. 217-223, 
1994. 


[STE 97] STEINSCHADEN A. ADAMOVIC D., JOBST G., et al., 
"Miniaturised thin film conductometric biosensors with high 
dynamic range and high sensitivity", Sensors and Actuators 
Chemical, vol. B44, pp. 365—369, 1997. 


[SUZ 01] SUZUKI H., ARAKAWA H., KARUBE I., “Fabrication of a 
sensing module using micromachined biosensors", Biosensors 
Bioelectronics, vol. 16, pp. 725—733, 2001. 


[TAK 97] TAKADA K., DÍAZ D.J., ABRUNA H.D., et al., *Redox-active 
ferrocenyl dendrimers: thermodynamics and kinetics of 
adsorption, in-situ electrochemical quartz crystal microbalance 
study of the redox process and tapping mode AFM imaging", 
Journal of American Chemical Society, vol. 119, pp. 10763- 
107773, 1997. 


[VAN 05] VANCURA C., RuEGG M., LI Y., et al., “Magnetically 
actuated complementary metal oxide semiconductor resonant 
cantilever gas sensor systems", Analytical Chemistry, vol. 77, 
pp. 2690-2699, 2005. 


[VAN 07] VANCURA C., LI Y., LICHTENBERG J., et al., “Liquid-phase 
chemical and biochemical detection using fully integrated 
magnetically actuated complementary ^ metal oxide 
semiconductor resonant cantilever sensor systems", Analytical 
Chemistry, vol. 79, pp. 1646-1654, 2007. 


[VID 03] ViDIC A., THEN D., ZIEGLER C., “A new cantilever system 
for gas and liquid sensing", Ultramicroscopy, vol. 97, pp. 407— 
416, 2003. 


[WEE 03] WEEKS B.L, CAMARERO J., Noy A., et al, “A 
microcantilever-based pathogen detector", Scanning, vol. 25, 
pp. 297—299, 2003. 


[WU 01] WU G., DATAR R., HANSEN K., THUNDAT T., et al., “Bioassay 
of prostate-specific antigen (PSA) using microcantilevers”, 
Nature Biotechnology, vol. 19, pp. 856—860, 2001. 


[XIA 98] XIA Y., WHITESIDES G.M., “Soft lithography”, Annual 
Review of Material Sciences, vol. 28, pp. 153—184, 1998. 


第 1 章 面向 小 型 化 生物 传感器 的 转 导 技术 23 





[YAZ 98] YAZDI N., AYAZI F., NAJAFI K., “Micromachined inertial 
sensors", Proceedings of the IEEE, vol. 86, pp. 1640—1659, 1998. 


[ZIM 01] ZIMMERMANN B., LUCKLUM R., HAUPTMANN P., et al., 
"Electrical characterisation of high-frequency thickness-shear- 
mode resonators by impedance analysis", Sensors and Actuators 
Chemical, vol. B76, pp. 47—57, 2001. 


第 2 章 生物 受 体 和 接 枝 方法 





表面 功能 化 是 生物 传感器 加 工 过 程 中 的 一 个 关键 步骤。 事实 上 ， 例 如 微机 电 
系统 (MEMS) 传感器 的 物理 传感器 在 充分 功能 化 的 情况 下 ， 也 就 是 在 MEMS 
结构 的 表面 涂 有 一 层 生物 敏感 层 时 ， 对 于 生物 物种 的 存在 可 以 非常 敏感 。 该 生物 
敏感 层 包 含 生物 受 体 ， 这 些 受 体 通 常 是 生物 催化 的 、 亲 和 的 、 核 酸 相关 的 或 仿 
生 的 。 

为 了 创造 一 个 涉及 生物 受 体 在 转换 器 的 表面 上 或 附近 定位 和 吸附 的 分 子 识别 
界面 ， 可 以 使 用 几 种 固定 化 的 方法 ， 例 如 物理 吸附 、 包 埋 或 共 价 偶 联 。 对 于 一 个 
特定 应 用 的 最 佳 技术 选择 取决 于 多 种 因素 ， 例 如 转 导 原理 、 传 感 器 的 表面 化 学 、 
生物 受 体 的 性 质 、 被 检测 的 分 析 物 的 性 质 以 及 该 生物 传感器 的 利用 方式 。 在 使 用 
一 个 特定 的 接 枝 方法 的 同时 ， 还 必须 依靠 那些 能 够 与 小 型 化 生物 传感器 的 功能 化 
匹配 的 局 域 化 表面 固定 化 技术 。 

本 章 的 目的 是 解决 微 加 工 传感器 在 生物 功能 化 过 程 中 产生 的 问题 ， 并 介绍 根 
据 目标 应 用 设想 到 的 不 同 解决 方案 。 本 章 的 结构 如 下 : 首先 ， 介 绍 用 于 捕获 / 检 
测 目 标 生物 实体 的 生物 受 体 的 不 同类 别 ， 以 及 作为 防 污 剂 使 用 的 典型 分 子 ; 其 
次 ， 列 出 将 生物 分 子 受 体 锚固 在 传感器 表面 的 化 学 /物理 方法 。 用 于 生物 层 图 案 
化 的 各 种 可 用 技术 将 在 第 3 章 中 进行 介绍 。 














































































































2.1 生物 受 体 的 类 型 


生物 识别 元 件 、 探 针 或 生物 受 体 是 生物 传感器 装置 的 最 关键 部 分 。 生 物 受 体 
负责 对 检测 分 析 物 的 选择 性 识别 ， 因 此 是 特异 性 的 关键 。 生 物 受 体 通常 可 以 分 为 
三 类 : 生物 催化 的 (以 酶 为 代表 )、 免 疫 或 亲 和 的 (其 中 抗体 是 最 有 名 的 例子 ) 
以 及 核酸 相关 的 [例如 脱氧 核糖 核酸 (DNA)j。 除 了 这 三 种 受 体 ， 还 可 以 使 用 
仿生 受 体 VOR 0 ， 也 就 是 工程 受 体 ， 其 中 会 在 这 里 强调 分 子 印 迹 聚 合 物 
CMIP) ， 因 为 它们 为 加 工 MEMS 生物 传感器 提供 了 有 趣 的 替代 路 径 ， 尽 管 它 
们 并 不 是 生物 基 的 。 最 终 ， 需 要 注意 的 是 ， 一 些 生物 传感器 是 利用 细胞 系统 
[KIM 052 或 细胞 组 分 EVOP °°] 开发 的 。 但 是 ， 这 些 受 体 目 前 在 MEMS 传感器 中 的 
利用 还 很 有 限 ， 这 很 可 能 是 因为 整合 和 存活 的 问题 ， 因 此 将 不 在 这 里 对 它们 进 
行 讨论 。 
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2.1.1 催化 受 体 


酶 大 多 是 蛋白 质 分 子 ， 也 就 是 具有 特定 结构 的 氨基 酸 长 链 ， 该 结构 为 它们 俊 
化 特定 反应 提供 了 出 色 的 能 力 。 然 而 ， 该 结构 也 限制 了 它们 功能 上 的 稳定 性 。 与 
非 生 物 催化 剂 相 比 ， 酶 的 活性 要 高 10 ~ 1015 倍 ， 每 秒 能 够 产生 几 十 万 个 分 子 
LMAD 93] . 

酶 在 生物 传感器 领域 历史 最 长 。 自 1997 年 来 ， 有 2000 篇 以 上 关于 酶 基 生 物 
传 感 偶 的 文章 被 发 表 。 这 些 生物 传 感 涡 主 要 基于 两 个 操作 机 制 。 它 们 可 以 基于 特 
定 的 结合 能 力 被 作为 生物 受 体 使 用 ， 也 可 以 依据 它们 将 一 个 物种 催化 转化 成 一 个 
可 以 被 检测 形式 的 能 力 被 利用 OVOP 0] 。 文献 中 的 大 多 数 报道 依据 它们 的 催化 活 
性 对 其 进行 利用 TOT "1 。 辣 根 过 氧化 物 酶 、 碱 性 磷酸 酶 和 葡 菊 糖 氧 化 酶 是 在 大 
多 数 生物 传感器 研究 中 被 使 用 的 三 种 酶 (ROG 98, LAS 00] 。 

这 些 生物 传感器 的 检测 限 主要 巾 酶 的 活性 所 决定 ， 这 可 以 通过 米 氏 方程 描 
述 。 酶 基 生 物 传感器 的 主要 局 限 是 酶 的 稳定 性 ， 其 稳定 性 取决 于 各 种 各 样 的 条 
件 ， 例 如 温度 和 pH 值 :R96 ,LAS00] , 将 酶 的 活性 保持 较 长 时 间 依 旧 是 酶 基 生 
物 传感器 发 展 中 的 一 个 主要 障碍 DUM 。 另 外 一 个 主要 决定 酶 基 生 物 传感器 成 
败 的 因素 是 酶 和 电极 表面 之 间 的 接触 DWANOOU 。 尽 管 有 着 这 些 问题 ， 酶 基 生 物 传 
感 器 依然 是 使 用 最 多 的 生物 传感器 ， 这 主要 是 因为 人 们 对 于 血糖 监测 的 需求 
LTOT01] 。 另 外 ， 一 些 最 近 的 研究 显示 ， 酶 基 生 物 传 感 器 可 以 被 用 于 检测 非常 低 
浓度 〈 即 约 10-17M) 的 农药 [PRI04] ， 


2.1.2 亲和力 受 体 


亲和力 受 体 与 具有 高 度 特异 性 的 配 体 (结合 常数 为 10 — 10 M) 结合 ， 
且 不 表现 催化 活性 。 其 对 于 传 感 应 用 的 首要 后 果 是 ， 亲 和 力 受 体 更 适合 于 “一 次 
尝试 ”的 检测 ， 而 不 适用 于 监测 应 用 ， 因 为 该 结合 本 质 上 是 不 可 逆 的 。 将 环境 的 
pH 值 变 成 酸性 (通常 低 于 20 能 够 打破 结合 的 复合 体 ， 但 该 做 法 倾向 于 降低 受 
体 的 亲和力 和 特异 性 。 高 的 结合 常数 也 更 倾向 于 对 非常 少量 的 具有 高 特异 性 的 分 
析 物 进行 检测 。 亲 和 力 受 体 适 合 于 对 浓度 在 10 "一 10*M 的 分 析 物 (STE 90] 进行 
检测 ， 相 比 而 言 ， 催 化 系统 的 适用 浓度 为 10 9—10 ?M. dg. fA 10 M 
的 检测 浓度 甚至 被 验证 [SHA TS 。 

在 有 关 生 物 传 感 应 用 的 亲和力 受 体 中 ， 免 疫 受 体 〈 抗 体 / 抗 原 ) 是 最 主要 的 
类 型 。 抗 体 是 具有 高 度 选 择 性 的 化 学 吸引 分 子 ( 糖 蛋白 )， 它 由 哺乳 动物 的 免疫 
系统 产生 ， 用 于 响应 引入 的 抗原 。 简 单 来 说 ,抗原 是 任何 引起 免疫 反应 ， 既 而 形 
成 抗体 的 异物 分子、 激素 、 病 毒 、 细 菌 等 );， 并 与 该 抗体 发 生 特 定 的 反应 。 免 
疫 原 性 ， 也 就 是 抗原 引发 免疫 反应 的 能 力 ， 不 是 抗原 的 固有 特性 ， 而 是 取决 于 免 
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疫 宿主 的 基因 和 监管 机 制 的 相关 特性 ， 在 宿主 之 外 是 没有 任何 意义 的 LS 02] 。 
例如 ， 人 血清 白 蛋 白 (HSA) 在 老鼠 体内 是 具有 免疫 原 性 的 抗原 蛋白 ， 但 在 人 
体内 通常 不 是 ， 这 和 归 因 于 被 称 作 免 疫 耐 受 的 监管 机 制 〈 与 其 对 立 的 是 自身 免疫 力 
疾病 的 起 点 ) 。 

因为 抗体 -抗原 反应 具有 高 度 特异 性 ， 它 们 可 以 被 作为 彼此 的 特定 化 学 探测 
器 。 抗 体 通常 被 利用 一 个 Y 形 结构 ( 见 图 2.1) 示意 ， 它 包含 两 个 相同 的 Fab 
(片段 ， 抗 原 结合 ) 部 分 ， 贸 接 到 一 个 Fe (片段 ， 可 结晶 的 ) 部 分 上 。 可 变 的 区 
域 Fab 片段 是 氨基 酸 被 组 织 产生 对 应 于 特定 抗原 的 结合 位 点 的 位 置 ， 每 个 抗体 
含有 两 个 结合 位 点 。 抗 体 的 Fe 片段 不 和 抗原 组 合 ， 但 包含 可 以 和 固体 基板 〈 例 
如 转换 右 的 基板 ) 相连 的 羧基 封 端 的 氨基 酸 。 



































抗原 结合 位 点 


抗原 结 EEN) 


a) b) c) 


图 2.1 一 个 抗体 的 结构 
a) 抗体 分 子 b 放大 的 结合 到 抗原 决定 簇 的 抗原 结合 位 点 oO 抗体 符号 


因为 生物 化 学 测定 可 以 利用 复杂 的 自动 化 设备 进行 ， 并 且 在 短 时 间 内 分 析 大 
量 的 样品 ， 免 疫 检 测 已 经 成 为 临床 化 学 中 的 一 个 标准 技术 ENS] 。 免 疫 传感器 
由 标准 的 免疫 测定 方法 衍生 而 来 [Htoc9] ， 其 中 抗原 或 抗体 均 可 以 被 附着 到 传 感 
器 的 表面 ， 尽 管 后 一 个 方法 使 用 得 最 多 STE] 。 在 免疫 传感器 中 使 用 最 为 频繁 
的 是 光学 [KUS 98, GOM 00, KOC00] 和 电化 学 [LEE 00, SUS 03] 检测 方法 ， 但 是 因为 石英 
ha AP FOF (QCM-D) 系统 最 近 由 Q-Sense 公司 (瑞典 哥德堡 ) 商业 化 ， 压 电 
检测 已 经 成 为 一 项 前 景 光明 的 免疫 检测 技术 LAYE OO 。 免 疫 传感器 的 一 个 普遍 问 
题 是 它们 不 能 够 完全 可 逆 ， 因 此 只 能 进行 单 次 免疫 检测 。 然 而 ， 一些 最 近 的 研究 
已 经 朝 开 发 可 再 生 的 抗体 表面 推进 LAN o 。 


2.1.3 基于 核酸 的 受 体 


核酸 是 可 以 编码 、 传 输 和 表达 基因 信息 的 线性 生物 聚合 物 。 核 酸 包含 多 个 核 
背 酸 ， 以 单 链 或 双 链 形式 存在 的 核酸 家 族 包括 DNA、 核 糖 核酸 (RNA) ASE 
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们 相关 的 工程 分 子 , 例如 守 核 背 酸 ( 短 的 单 链 DNA 或 RNA 分 子 )、 肽 核酸 
(PNA)LNIE 91] 、 E FZ BR (LNA )LKOS 98] 和 核酸 适 体 [SAV 10] " 

在 DNA 传感器 中 ， 识 别 基 于 两 个 核酸 链 之 间 形 成 的 稳定 的 氢 键 。 核 酸 之 间 
的 键 合 沿 着 两 个 核酸 链 的 长 度 方向 在 固定 的 〈 核 苷 酸 ) 间隔 上 发 生 。 核 酸 探 针 的 
特异 性 归 因 于 不 同 的 核 背 酸 只 能 和 一 个 合适 的 对 应 的 核 昔 酸 形成 键 合 的 能 
DNA 的 一 个 重要 特征 是 核酸 配 体 可 以 被 变性 ， 从 而 使 结合 逆转 ， 由 此 可 以 通过 
控制 pH 值 和 缓冲 液 离子 浓度 或 加 热 样 品 YN 99) 对 探 针 进行 再 生 。 对 于 DNA/ 
RNA 检测 ，PNA 也 可 以 被 用 作 一 种 生物 识别 元 素 。 因 为 PNA 的 骨干 不 包含 任 
何 带 电 的 磷酸 基 团 ， 它 能 够 和 互补 的 窒 核 并 酸 序列 发 生 很 强 的 结合 [V0D 0%] ，。 

对 于 特定 DNA 序列 的 检测 为 探测 较 宽 范 围 的 微生物 和 病毒 病原 体 疯 定 了 基 
础 ,已 经 有 大 量 的 工作 集中 在 用 于 监测 病毒 感染 的 DNA 传感器 的 开发 和 应 用 
[WAN 97]  。 本 质 上 说 ， 该 技术 依赖 于 一 个 短 的 〈20 一 40merS ) 合成 低 聚 物 〈 单 链 
DNA) 的 固定 化 ， 其 序列 与 感 兴趣 的 目标 物 是 互补 的 。 将 传感器 暴露 在 一 个 包 
含 目标 物 的 样品 中 会 导致 在 表面 上 形成 混合 体 ， 各 种 转 导 方 法 (也 就 是 光学 的 、 
有 化 学 的 和 压 电 的 ) 已 经 被 用 于 探测 复合 物 的 形成 CY^N 8791 。 然 而 ， 需 要 注意 的 
是 ， 目 前 为 止 ， 只 有 很 少 的 DNA 生物 传感器 人 研究 被 在 真正 的 复杂 的 生物 样品 中 
进行 [GOO 02] i 

H 1997 年 以 来 , 已 经 有 700 f KTF RIE 7] Pe od VE CE CRP 
出 现 ， 其 目标 应 用 包括 表达 分 析 、 疾 病 诊 断 和 突变 检测 LAM 。 几 乎 所 有 关于 
DNA 生物 传感器 的 报道 都 使 用 了 相对 较 短 的 合成 朝 核 苷 酸 ， 用 于 监测 长 度 大 约 
一 致 的 目标 DNA。 大 多 数 报道 利用 硫 醇 化 学 将 DNA 以 自 组 装 单 层 (SAM) 的 
形式 固定 在 一 个 金 表 面 上 。 不 过 ， 在 一 些 情况 下 ， 将 赛 核 并 酸 探 针 结 合 到 传 感 表 
面 是 通过 使 用 生物 素 / 亲 和 素 相 互 作 用 固定 化 技术 完成 的 。 


2.1.4 分 子 印迹 聚合 


尽管 起 初 人 们 认为 生物 传感器 的 概念 很 有 可 能 使 护理 点 分 析 发 生 革命 性 的 变 
革 , 但 生物 传感器 的 开发 步伐 却 很 缓慢 ， 只 有 很 小 一 部 分 的 潜在 市 场 被 填补 。 很 
多 关键 的 问题 直接 与 用 于 生物 传感器 核心 部 件 的 生物 大 分 子 的 稳定 性 有 关 。 因 
此 ， 例 如 生物 受 体 的 不 可 预测 的 保质 期 和 稳定 性 、 较 差 的 批 次 间 的 重 现 性 和 可 用 
性 、 将 生物 分 子 合并 到 传感器 平台 中 的 困难 、 环 境 耐 受 性 〈 例 如 : pH fü. i 
度 、 离 子 强度 、 有 机 溶剂 ) 以 及 较 差 的 工程 特性 等 问题 必须 得 到 有 效 解决 。 

分 子 印 迹 是 一 项 可 能 解决 以 上 列 出 的 一 些 关键 问题 的 技术 ， 可 以 作为 生物 受 
体 的 蔡 代 解决 方案 。 分 子 印迹 包括 设计 和 合成 仿生 受 体 〈 人 工 高 分 子 )， 这 些 仿 



















































































































































































O mer 指 聚 合 物 的 最 小 重复 结构 单元 。 一 一 译 者 注 。 
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生 受 体能 够 以 与 它们 对 应 的 天 然 受 体 相似 的 亲和力 和 特异 性 与 目标 分 子 结合 
LYE04] 。 在 这 项 技术 中 ， 目 标 分 子 〈 作 为 分 子 模板 ) 被 用 于 指导 一 个 粘 接 剂 的 组 
装 ， 该 烙 接 剂 被 填 埋 在 一 个 通过 聚合 步骤 形成 的 聚合 物 基质 中 ( 见 图 2.25, ER 
了 能 够 将 MIP 简单 地 从 可 溶 的 模板 中 分 离 出 来 (这 使 得 回收 较为 容易 ， 且 可 以 
将 它们 作为 人 工 固定 化 的 抗体 、 小 分 子 或 模拟 酶 使 用 ) ，MIP 还 表现 出 比 生 物 大 
分 子 更 高 的 化 学 和 物理 稳定 性 ， 这 使 得 它们 在 生物 化 学 分 析 、 分 离 和 催化 等 应 用 
中 非常 具有 吸引 力 。 











交 联 剂 活性 
单 


六 uM 
组 装 聚合 模板 清洗 培育 
图 2.2 分 子 印迹 原理 的 示意 图 (图片 由 C. Ayela 和 K. Haupt 提供 ) 


自 1993 年 以 来 ，ISI Web of Knowledge Database 已 经 注册 了 多 于 1100 篇 的 
关于 MIP 的 文章 (http: //portal. isiknowledge. com/) ， 均 根源 于 Mosback fif 
究 组 的 一 篇 关于 开发 针对 茶 碱 和 地 西洋 的 MIP 基 免 疫 测定 的 报道 YEA S) , gp 
后 ，MIP 被 作为 面向 药物 的 放射 免疫 法 中 抗体 的 替代 ， 表 现 出 与 目标 分 析 物 之 
间 较 强 的 结合 〈 解 离 常 数 低 至 10-9 一 10-5M)， 以 及 和 抗体 相似 的 交叉 反应 性 曲 
线 [AND 95, RAM 97] 。MIP 后 来 还 被 用 于 开发 针对 其 他 化 合 物 的 测定 系统 ， 例 如 除 
草 剂 [MUL 95. HAU 98] 。 

测定 开发 中 的 另外 一 个 方面 是 MIP 在 面向 无 人 值守 监控 的 自动 化 系统 中 的 潜 
在 应 用 。 在 最 近 的 一 篇 文章 中 SURO ，Surugiu 等 人 展示 了 一 个 利用 镀 有 聚合 物 微 
球 的 玻璃 毛细 管 的 流动 注射 ELISA 型 MIP 测定 。 一 个 光电 倍增 管 被 用 于 检测 浓度 
在 0. 5 ng/mL~50pg/mL (2. 25nM~ 225M) 的 除草 剂 分子 2，4- 二 毛 葵 氧 乙 酸 ， 
使 得 该 系统 成 为 目前 所 报道 的 最 敏感 的 MIP 基 测 定 系统 之 一 。 尽 管 列 举 并 不 详尽 ， 
以 上 列 出 的 将 MIP 用 于 测定 、 传 感 器 以 及 最 近 的 药物 监控 UL o] 的 成 功 案例 反映 
出 该 项 技术 以 及 其 与 声学 微 传感器 的 组 合 的 巨大 潜力 LAYE 


























2.2 固定 化 策略 





设计 生物 传感器 的 一 个 关键 因素 是 开发 用 于 稳定 生物 受 体 分 子 以 及 将 它们 约 
东 到 表面 上 的 固定 化 技术 〈 见 图 2. 3 ECOL 971 。 如 何 从 本 节 列 出 的 接 枝 策略 中 做 
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题 所 决定 ， 这 些 问 题 需要 在 采 a 吸附 
生物 传感器 的 最 终 设计 方案 
之 前 得 到 解决 
-该 传感器 将 是 可 再 生 的 ， iY 
还 是 专用 于 一 次 性 测量 的 ? = mvemmmonam R AJ 
-生物 受 体 的 性 质 是 怎样 a 
的 《 朴 水 的 / 亲 水 的 、 大 的 /小 MS 


的 、 生 物 的 /聚合 的 等 )? CN 


-生物 受 体 是 否 对 处 理 敏 
感 ， 以 及 一 个 主要 的 担心 ， 保 "Ces 


存 约束 是 怎样 的 〈 生 物 受 体 必 
须 在 固定 化 过 程 中 ， 以 及 直到 


出 最 合适 的 选择 由 几 个 基本 问 




















最 终 在 生物 传感器 表面 完成 识 
别 期 间 都 保持 其 功能 )? ”亲和力 结合 
-该 传感器 是 被 作为 原理 
证 明 或 研究 工具 使 用 ， 还 是 被 图 2.3 用 于 将 生物 分 子 固定 到 一 个 
计划 进行 商业 化 ? 表面 上 的 一 些 方法 的 例子 








lli Andrew G. Mayes :612 02] 所 陈述 的 :“ 对 于 任何 特别 情况 的 正确 妥协 的 达 
成 ， 是 在 掌握 与 上 述 问 题 的 类 型 有 关 的 知识 、 经 验 和 对 已 知 参数 的 认真 考虑 后 得 
到 的 结果 。” 


2.2.1 吸附 和 防 污 策略 


物理 吸附 是 将 生物 分 子 固定 到 固体 表面 的 最 直接 的 方法 ， 尤 其 是 在 蛋白 质 的 
情况 中 。 通 常 来 说 ， 和 蛋白 质 本 身 在 玻 水 的 表面 上 会 发 生 吸 附 ;， 该 现象 之 后 经 常 还 
会 出 现 一 个 热力 学 驱动 的 蛋白 质 结 构 的 展开 ， 这 是 为 了 提高 与 表面 接触 的 玻 水 的 
多 肽 链 的 量 〈 通 常 来 自 蛋白 质 内 部 )[wAa90J 。 尽 管 这 会 导致 大 多 数 蛋 白质 的 变性 
(以 及 失 活 )， 抗 体 则 对 此 有 着 更 强 的 抵抗 性 ， 因 为 它们 有 着 非常 刚性 的 三 级 
结构 。 

然而 ， 关 于 玻 水 表面 的 主要 担心 是 非特 异性 结合 的 问题 。 事 实 上 ， 较 强 的 吸 
附 意 味 着 存在 于 洲 液 中 的 任何 一 种 蛋白 质 都 倾 问 于 与 生物 传 感 顺 本 身 和 周围 的 表 
面 结 合 。 不 仅 是 朴 水 的 表面 ， 带 电 的 表面 也 可 能 与 蛋白 质 发 生 非特 异性 的 结合 ， 
这 是 因为 固定 的 电荷 与 蛋白 质 上 离子 化 的 表面 基 团 之 间 发 生 的 离子 对 相互 作用 。 

在 体液 中 ， 例 如 血液 ， 因 为 血浆 蛋白 (例如 白 蛋 白 ) 的 浓度 比 用 于 疾病 诊断 
的 生物 标记 物 〈 例 如 PSA 的 最 低 检测 水 平 要 高 至 少 六 个 数量 级 [AN?%] ， 非 特 
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异性 吸附 对 于 测量 以 及 分 析 结 果 可 以 有 着 破坏 性 的 有 影响。 事实 上 ， 尽 管 分 析 物 的 
非特 异性 吸附 能 够 导致 很 难 从 目标 特异 性 结合 区 分 出 来 较 高 的 背景 信号 ， 如 果 在 
样品 中 只 有 少量 的 目标 分 子 存 在 (也 就 是 浓度 非常 低 )， 在 传感器 周围 (不 在 它 
的 活性 表面 上 〉 的 目标 分 子 的 非特 异性 吸附 还 会 阻碍 或 延迟 结果 。 因 此 ， 在 设计 
生物 传感器 时 需要 考虑 到 并 解决 非特 异性 吸附 的 问题 。 

为 了 避免 非特 异性 结合 的 发 生 以 及 和 蛋白质 的 变性 ， 需 要 设计 与 水 溶液 环境 非 
常 相似 的 表面 (也 就 是 ， 非 带电 的 一 一 在 生理 条 件 下 不 发 生 电离 ， 以 及 富 售 羟基 
一 一 更 亲 水 ) 。 因 此 ， 最 适合 〈 共 价 ) 固定 化 的 表面 很 可 能 应 该 含有 SAM 形式 
的 OH 和 聚 / 低 聚 乙 二 醇 链 的 混合 物 YAN37b] (以 它们 对 和 蛋白质 的 抵制 作用 而 出 
名 )， 以 及 足够 的 用 于 实现 所 需 的 表面 衍生 程度 的 特定 的 官能 团 。 

在 下 面 的 内 容 中 ， 对 于 用 于 加 工 小 型 化 转换 器 的 最 常见 的 材料 类 型 ， 将 讨论 
可 以 作为 对 表面 进行 化 学 修饰 的 第 一 步 的 各 种 方法 ， 其 目标 是 将 一 个 所 需 的 分 子 
最 终 附 着 到 该 表面 上 。 
2.2.1.1 £ 

金 是 用 于 加 工 生物 传感器 的 最 为 流行 的 贵金属 〈 作 为 电化 学 和 声学 传感器 中 
的 电极 材料 ， 或 作为 表面 等 离子 体 共振 (SPR) 传感器 装置 中 的 一 个 组 成 部 分 ) 。 
使 用 金 的 主要 优势 来 自 于 以 下 特性 : 

-惰性 〈 它 在 空气 中 不 发 生 氧 化 ) 。 

-与 大 多 数 半导体 生产 工艺 高 度 兼 容 。 

-在 其 表面 上 可 以 形成 SAMLN0U2 83) 。 

硫 醇 〈R-SH) 、 硫 化 物 (R-S-R) 和 二 硫化 物 (R-S-S-R) 分 子 均 在 金 上 发 
生 自 组 装 。 它 们 从 溶液 中 直接 被 吸收 〈 在 酒精 中 通常 为 几 毫 摩尔 )， 并 且 该 自 组 
装 过 程 形成 一 个 致密 层 。 具 有 长 的 烷 基 链 的 硫 醇 (n- 100 组 装 成 具有 二 维 
(2D) 晶体 秩序 的 单 层 。 在 完成 初始 的 SAM 沉积 后 ， 成 熟 和 重组 以 臻 最 终 形成 
这 样 的 完美 自主 装 层 可 能 需要 几 小 时 的 时 间 。 大 量 的 表征 已 经 表明 ， 这 些 链 组 装 
时 与 表面 的 法 线 呈 大 约 30" 的 倾斜 角度 FN 。 硫 醇 在 吸附 时 发 生 去 质子 化 ， 形 
成 较 强 的 金 - 硫 键 : 

































































































































































R—SH+ Au~R—S—Aut+e +H* (2. 1) 

这 些 键 在 正常 条 件 下 表现 出 非常 小 的 分 离 倾向 。 此 外 ， 吸 附 的 分 子 倾向 于 保 
持 在 原 位 ， 不 在 表面 附近 发 生 迁 移 。 

有 许多 具有 不 同 链 长 和 功能 的 硫 醇 可 用 。 这 归 因 于 SAM 技术 的 广 布 的 兴 
趣 ， 因 此 ， 此 领域 的 发 展 速度 正在 稳步 增长 。 
2.2.1.2 玻璃 及 类 似 物 

因为 玻璃 、 硅 石和 金属 氧化 物 的 表面 通常 为 氧 桥 连 金 属 〈 或 半导体 ) 原子 和 
羟基 的 混合 物 ， 它 们 提供 相似 类 型 的 表面 键 。 这 些 羟基 的 存在 是 此 类 表面 的 亲 水 
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行为 的 原因 ， 也 使 得 利用 有 机 硅烷 对 表面 进行 改 性 成 为 可 能 。 

在 前 面 的 内 容 中 已 经 看 到 ， 在 金 上 制备 SAM 很 简单 ,但 是 即使 硫 醇 比 硅烷 
单 层 有 着 更 好 的 一 致 性 ， 金 并 不 总 是 适用 于 生物 传感器 应 用 的 。 事 实 上 ， 大 多 数 
光学 转换 器 (除了 SPR 传感器 ) 依赖 于 对 吸光 度 或 荧光 的 测量 : 在 这 种 情况 下 ， 
基板 的 透明 度 是 必需 的 。 对 于 此 类 应 用 ， 玻 璃 或 硅 石 经 常 是 以 光纤 或 光波 导 的 形 
式 被 使 用 ， 二 氧化 硅 被 专用 于 微 加 工 结构 中 ， 例 如 场 效 应 晶体 管 。 

为 了 将 氯 - 或 烷 氧 基 硅 烷 偶 联 到 玻璃 或 金属 氧化 物 表 面 上 的 羟基 上 ， 可 以 使 
用 各 种 化 学 反应 。 目 前 可 以 获得 具有 不 同 终端 官能 团 〈 例 如 胺 、 硫 醇和 环 氧 ) 的 
硅烷 衍生 物 。 这 些 官 能 团 可 以 既而 与 蛋白 质 或 其 他 受 体 偶 联 。 

尽管 也 可 以 利用 基于 水 洲 性 硅烷 的 水 相 方法 ， 如 3- 氮 基 丙 基 - 三 乙 氧 基 硅烷 
CAPTES) (HAL 78, KUR 9 ， 最 常见 的 硅烷 化 的 方法 涉及 将 一 个 彻底 清洁 的 表面 暴 
露 在 蒸汽 相 或 处 在 惰性 溶剂 (如 甲 茶 ) 中 的 硅烷 中 。 
2.2.1.3 聚合 物 

天 然 和 人 工 的 聚合 物 很 可 能 在 生物 传 感 融 领 域 中 变 得 越发 重要 ， 这 主要 是 因为 
它们 的 低 成 本 、 光 学 性 质 ， 以 及 加 工 选择 的 可 能 性 ， 例 如 注塑 、 挤 出 和 热 微 成 型 。 例 
如 这 样 的 技术 可 以 生产 复杂 的 形状 和 表面 结构 (例如 衍射 光 棚 )， 这 为 生产 低 成 本 的 
结合 液体 处 理 〈 以 及 可 能 的 片上 样品 制备 方案 ) 和 光学 元 件 的 集成 器 件 铺 平 了 道路 。 
随 着 微 全 分 析 系 统 的 出 现 ， 这 个 趋势 已 经 代表 了 分 析 系 统 上 的 一 个 真正 意义 的 范例 上 
的 转移 (可 能 包含 ， 也 可 能 不 包含 传 感 装置 )IREY 02, AUR 021 。 

聚合 物 表 面 的 性 质 范 围 本 质 上 是 可 以 从 非常 下 水 到 非常 亲 水 的 。 最 重要 的 天 
然 聚 合 物 〈 碳 水 化 合 物 ) 如 纤维 素 、 琼 脂 糖 和 右 旋 糖 本 是 非常 亲 水 的 ， 这 是 因为 
羟基 的 主导 作用 ， 因 此 倾向 于 非常 少 的 吸附 (有 利于 非特 异性 结合 的 最 小 化 )， 
但 要 求 以 共 价 的 形式 将 蛋白 质 偶 联 到 它们 的 表面 。 

相反 地 ， 和 蛋白 质 在 玻 水 的 聚 茶 乙烯 表面 上 的 强 的 吸附 被 用 于 开发 放射 免疫 法 
和 酶 联 免疫 法 ^N 9 。 许 多 其 他 聚合 物 也 有 着 较 强 的 蛋白 质 吸 附 能 力 ， 例 如 聚 
(I- 赖 氨 酸 )， 因 此 可 以 被 作为 表面 功能 化 的 中 介 层 使 用 。 这 些 聚 合 物 分 子 的 大 尺 
才 和 附加 的 相互 作用 导致 在 相对 温和 的 水 性 条 件 下 发 生 几 乎 不 可 逆转 的 结合 。 因 
此 ， 上 吸附 提供 了 非常 方便 地 向 聚 茶 乙 炳 表面 引入 后 续 共 价 偶 联 中 所 需 的 官能 团 的 
路 径 ， 例 如 胺 CRALOU 。 类 似 的 方法 还 可 以 用 在 许多 其 他 的 聚合 物 上 。 


















































































































































2.2.2 包 埋 法 


生物 受 体 在 半 透 膜 或 聚合 物 中 的 物理 或 化 学 包 埋 是 一 个 可 以 应 用 到 许多 分 子 
上 的 简单 而 有 吸引 力 的 方法 ， 该 方法 通常 不 需要 使 用 容易 导致 受 体 分 子 变 性 或 失 
活 的 化 学 物质 或 步 又。 下 面 将 简要 讨论 主要 的 包 埋 方法 。 
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2.2.2.1 膜 后 面 的 物理 包 埋 

物理 包 埋 依赖 于 半 透 膜 的 使 用 ， 例 如 纤维 素 透 析 管 ， 该 膜 被 用 于 在 与 转换 器 
相 邻 的 隔 室 中 存放 含有 受 体 分 子 的 溶液 。 小 分 子 (就 分 子 量 而 言 ) 可 以 自由 渗入 
或 渗 出 该 隔 室 ， 而 大 分 子 成 分 则 被 保持 在 隔 室 中 。 基 于 氧 电 极 的 第 一 个 生物 传 感 
器 装置 的 示 范 就 是 依据 物理 包 理 的 方法 [CLA 92] ， 它 代表 了 生物 传感器 发 展 史 上 
的 一 个 重要 的 突破 。 该 技术 有 时 仍然 被 使 用 ， 对 细胞 和 细胞 器 来 说 尤其 适用 。 

对 于 例如 酶 和 抗体 的 大 分 子 来 说 ， 透 析 管 经 常 被 作为 半 透 膜 使 用 。 该 类 膜 对 
于 球形 分 子 的 截留 分 子 量 (取决 于 了 筷 的 尺寸 ) 通常 约 为 5 ~ 10kDa， 因 此 能 够 完 
全 保留 典型 的 蛋白 质 。 其 他 材料 也 可 以 被 用 于 制作 具有 各 种 孔 际 率 的 膜 ， 例 如 聚 
碳酸 酯 和 尼龙 。 

这 种 方法 的 一 个 关键 的 局 限 性 是 很 难 对 其 进行 量 产 ， 这 是 因为 在 装置 上 密封 
湿 膜 的 问题 。 因 此 ， 尽 管 它 作 为 实验 室 示范 来 说 依然 是 很 有 用 的 方法 ， 它 很 难 被 
利用 在 量 产 传感器 上 。 
2.2.2.2 水 凝 胶 中 的 包 埋 

酶 和 抗体 可 以 被 物理 地 包 埋 在 聚合 物 水 凝 胶 里 面 ， 而 不 是 在 一 个 膜 的 后 面 ， 
同时 保持 可 观 的 活性 。 用 于 该 目的 的 聚合 物 可 以 被 溶解 在 温水 或 热 水 中 ,它们 在 
冷却 后 表现 出 类 似 凝 胶 的 一 致 性 (因为 氢 键 的 形成 )。 被 广泛 使 用 的 聚合 物 是 琼 
脂 糖 ， 它 是 一 种 来 自 海藻 的 多 糖 。 因 为 它 具 有 相当 高 的 孔 际 率 ， 琼 脂 糖 适用 于 整 
个 微生物 或 细胞 器 ， 而 不 适用 于 蛋白 质 包 埋 。 

聚 乙烯 醇 则 被 用 于 蛋白质 〈 例 如 酶 ) A BE CREE ST) 。 和 蛋白 质 被 与 聚合 
物 溶液 混合 ， 包 埋 在 对 聚合 物 进行 干燥 时 发 生 。 在 进行 随后 的 再 水 化 时 ， 聚 合 物 
发 生 膨 胀 ， 该 蛋白 质 恢复 其 生物 性 能 ， 但 不 能 从 聚合 物 中 渗 出 。 




















































































































为 了 减少 能 够 从 包 埋 的 水 凝 胶 中 滤 出 的 蛋白 质 的 量 ， 可 能 需要 将 该 和 蛋白质 共 
S lo 为 了 做 到 这 一 点 ， 经 常 需要 对 和 蛋白质 进 行 衍生 ， 使 它 含 有 可 
聚合 的 官能 团 ， 这 些 官能 团 可 以 共 价 纳入 到 生长 的 聚合 物 链 中 去 。 最 常见 的 方法 











是 使 用 一 Mic ce Ei I 
2.2.2.3 导电 聚合 物 中 的 包 埋 

导电 聚合 物 已 经 被 用 在 一 些 基于 电化 学 转 导 的 生物 传感器 的 包 埋 步 又 中 。 该 
聚合 物 的 导电 特性 或 者 被 作为 转 导 机 制 的 一 部 分 利用 ,或 者 被 用 于 实现 生物 分 子 
在 金属 表面 上 的 具有 实时 控制 的 活性 接 枝 。 

最 被 广泛 使 用 的 方法 依赖 于 吡咯 共聚 工艺 ， 该 聚合 发 生 在 相对 温和 的 水 性 条 
件 下 ， 使 用 不 会 破坏 功能 性 生物 受 体 的 电势 [HV %]」 。 该 方法 已 经 在 一 系列 酶 、 
抗体 和 核酸 上 被 进行 了 示范 ， 从 而 确保 生物 受 体 在 固体 表面 上 的 恰当 取向 和 堆 
耻 。 对 于 生物 芯片 和 生物 传 感 融 的 加 工 来 说 ， 对 于 表面 排列 的 控制 是 非常 重要 的 
特征 ， 这 是 因为 检测 的 灵敏 度 是 由 固定 化 受 体 的 数量 或 可 访问 性 所 决定 的 。 
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2.2.3 共 价 偶 联 


生物 分 子 向 生物 传感器 表面 上 的 附着 可 以 通过 共 价 键 实 现 LUN S810, 5] f pg 
和 蛋白质 的 生物 分 子 具 有 可 用 于 表面 共 价 固定 化 的 官能 团 。 它 们 包括 氨基 酸 侧 链 
(例如 赖 氨 酸 的 氨基 )、 羧 基 〈 天 冬 氨 酸 和 谷 氨 酸 )、 琉 基 CEAR). MAE. Hi 
基 和 味 唑 基 。 将 生物 分 子 共 价 结合 到 生物 传 感 应 用 上 是 一 种 较为 受 欢 迎 的 方法 ， 
将 生物 分 子 的 活性 损失 控制 到 最 小 的 步骤 已 经 被 利用 EEG 9 。 共 价 偶 联 的 一 个 
绝对 优势 是 生物 分 子 通常 被 牢固 地 固定 在 表面 上 ， 在 使 用 过 程 中 几乎 不 可 能 从 表 
面 脱 离 ， 因 此 该 接 枝 方法 会 形成 稳定 的 生物 功能 层 。 尽 管 已 经 有 许多 共 价 固定 化 
的 步骤 被 开发 出 来 〈 例 如 涉及 羟基 或 醛 基 的 步骤 ) ， 只 对 用 于 实现 生物 传感器 的 
最 主要 的 步骤 进行 描述 。 
2.2.3.1 fBERSUTZER 
通过 SAM, WA V Ate aK LAE A RET VA 6S WE Se hi k 
FRR. A Xk RHEE 
物 大 分 子 大 多 数 情 况 下 


O O E T NH 
具有 可 用 的 表面 受苦 ， J| — 9 JU E 
R OH R Act 

































































向 羧 酸 的 固定 化 是 通过 
图 2.4 中 所 示 的 反应 形 
成 酰胺 键 完成 的 。 要 实 6 
现 这 一 点 ， 首 先 要 利用 Pa 
一 个 偶 联 试剂 对 羧 酸 进 R i 
行 活化 。 有 很 多 所 谓 的 
偶 联 试剂 ， 但 最 流行 的 
也 是 最 早 被 研究 的 是 碳 
二 亚 胺 [VAL 09] : 
使 用 碳 二 亚 胺 形成 酰胺 键 涉 及 两 个 阶段 : 由 碳 二 亚 胺 活化 形成 一 个 O- 酰 基 异 
脲 中 间 体 ， 以 及 由 胺 基 亲 和 取代 该 中 间 体形 成 最 终 的 栈 胶 键 。 该 反应 既 可 以 在 有 机 
溶剂 中 完成 ， 也 可 以 在 水 性 条 件 下 完成 。 在 前 一 种 情况 中 ， 在 存在 摩尔 等 量 的 适当 
的 碳 二 亚 胺 的 情况 下 ， 羧 酸 可 以 被 简单 地 与 胺 基 混 合 ， 但 是 在 后 一 种 情况 中 ， 情 况 
则 稍微 复杂 一 些 ， 因 为 必须 要 使 用 水 溶 的 碳 二 亚 胺 [例如 1- 乙 基 -3- (3- 二 甲 基 氨 
基 丙 基 ) 碳 二 亚 胶 〈EDC)]。 为 了 提高 该 反应 的 效率 ， 可 以 使 用 其 他 例如 NHS 的 
试剂 。 该 EDC/NHS 方法 已 经 被 Biacore 所 推广 并 进行 了 大 量 地 优化 ， 因 为 它 是 用 
于 将 蛋白 质 偶 联 到 羧 甲 基 葡 聚 糖 SPR 芯片 上 最 常见 的 方法 GOH, 
2.2.3.2 涉及 胺 基 的 反应 
因为 涉及 同样 的 反应 基 团 〈 例 如 胺 基 和 羧 酸 ) ， 可 以 使 用 相同 的 化 学 和 条 件 ， 























图 2.4 用 于 形成 酰胺 键 的 活化 过 程 的 原理 CAL 09] 
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因此 将 蛋白 质 和 其 他 配 体 偶 联 到 胶 基 表面 已 经 在 前 面 被 解决 。 必 须 指 出 的 是 ， 在 
蛋白 质 偶 联 的 情况 中 ， 通 常 最 好 依赖 存在 于 表面 上 的 羧基 进行 生物 功能 化 ， 从 而 
使 活化 和 偶 联 步骤 能 够 被 分 开 ， 避 免 发 生 和 蛋白 质 聚 集 (对 于 胺 基 表 面 来 说 不 存在 
这 个 问题 ) 。 然 而 ， 对 于 一 些小 的 配 体 来 说 〈 例 如 生物 素 ) ， 因 为 其 结构 中 的 羧 酸 
能 够 被 直接 使 用 NHS/EDC 化 学 进行 偶 联 ， 它 向 胺 基 表 面 上 的 偶 联 非常 方便 ， 
因此 无 需 开发 昂贵 的 生物 素 衍 生物 。 
2.2.8.3 涉及 和 琉 基 的 反应 

在 抗体 偶 联 中 玉 基 非常 重要 ， 这 是 因为 利用 自由 琉 基 可 以 产生 Fab 片段 的 
可 能 性 。 它 们 通常 可 以 通过 二 硫 键 的 形成 或 生成 硫 醚 进行 偶 联 。 二 硫 键 的 形成 相 
对 容易 ， 并 且 在 正常 的 条 件 下 较 稳 定 ， 它 具有 独特 的 性 质 ， 可 以 通过 还 原 反 应 轻 
易 地 被 分 开 ， 通 过 琉 基 -二 硫化 物 交 换 反 应 〈 氧 化 ) 再 度 形成 。 这 为 通过 温和 的 化 
学 剥离 以 及 随后 的 再 活化 和 再 偶 联 对 生物 传感器 表面 进行 再 生 提 供 了 可 能 。 为 了 除 
去 共 价 结合 到 表面 上 的 和 蛋白质， 该 表面 被 使 用 一 个 含有 琉 基 的 还 原 试 剂 进 行 处 理 ， 
例如 二 硫 苏 糖 醇 (DTT) 。 在 处 理 完 成 后 ， 蛋 白质 被 除去 ， 表 面 上 留 下 自由 的 琉 
基 。DTT 作为 该 步骤 的 试剂 的 原因 是 ， 它 通过 一 个 内 部 琉 基 -二 硫化 物 交 换 反 应 将 
自己 从 表面 移 除 ， 导 致 形成 一 个 环 二 硫化 物 和 一 个 自由 的 结合 在 表面 上 的 琉 基 。 


2.2.4 其 他 捕获 系统 


使 用 化 学 或 生物 化 学 捕获 系统 经 常 为 不 同类 别 生物 分 子 的 特异 固定 化 产生 可 
能 的 通用 表面 ， 但 是 通常 会 导致 与 其 他 分 子 向 不 饱和 捕获 系统 上 发 生 非 特异 性 结 
合 相关 的 问题 。 随 后 介绍 的 技术 与 用 于 再 生 的 各 种 选择 相 容 ， 同 时 对 生物 分 子 的 
取向 有 一 定 程度 的 控制 。 
2.2.4.1 基于 抗体 结合 蛋白 质 的 捕获 系统 

能 够 与 抗体 结合 的 最 明显 的 蛋白 质 类 别 是 抗体 本 身 。 具 有 物种 和 类 别 选择 性 
的 抗体 ， 例 如 山羊 抗 - 人 免疫 球 蛋 白 (IgG)， 可 以 被 用 于 捕获 感 兴趣 的 抗体 。 这 
一 类 方法 被 广泛 地 用 在 ELISA 技术 中 。 

有 几 个 从 细菌 中 分 离 出 的 蛋白 具有 与 IgG 的 Fc 区 域 结合 的 能 力 。 最 有 名 的 例 
子 是 蛋白 A CRA BH EAGT MEA G (来 自 链球 菌 菌 株 G148) 。 当 被 固定 
到 一 个 表面 上 时 ， 和 蛋白 A 和 G 可 以 作为 捕获 系统 ,为 锚固 的 抗体 提供 所 希望 的 
取向 ， 从 而 将 结合 位 点 的 可 访问 性 最 大 化 WAN 。 该 方法 的 一 个 缺点 是 当 和 蛋白 
A All G 被 随机 固定 化 时 ， 它 们 可 能 不 能 全 部 与 抗体 结合 。 因 此 ， 尽 管 被 捕获 的 
抗体 可 能 在 功能 上 更 有 效 ， 它 们 比 起 直接 固定 的 抗体 来 说 具有 更 低 的 密度 。 

使 用 蛋白 A 和 和 蛋白 G 捕获 系统 的 最 重要 的 优势 是 其 再 生 捕 获 层 的 能 力 ， 也 
就 是 说 ， 通过 在 相对 温和 的 条 件 下 (通常 利用 酸性 缓冲 液 进行 处 理 ， 例 如 20 
mM 柠檬 酸 pH 3.5) 去 除 活 性 抗体 ， 并 使 用 一 种 不 同 的 抗体 将 其 取代 。 因 此 ， 



























































































































































































































































第 2 章 生物 受 体 和 接 枝 方法 35 








这 些 表面 可 以 作为 通用 的 免疫 传感器 平台 。 
2.2.4.2 基于 生物 素 结合 蛋白 质 的 捕获 系统 

因为 亲 和 素 /生物 素 和 链 霉 亲 和 素 /生物 素 的 极度 高 的 亲和力 〈 在 正常 的 测试 
条 件 下 本 质 上 不 可 逆 )， 该 捕获 系统 的 使 用 在 检测 和 标签 法 中 被 广泛 传播 。 对 于 
亲 和 素 /生物 素 捕获 系统 的 各 种 使 用 方法 已 经 在 相关 文献 中 被 详尽 地 进行 了 综述 
LWIL 88) 。 尽 管 链 霉 亲 和 素 和 亲 和 素 是 可 以 替换 使 用 的 ， 前 者 通常 更 受 欢 迎 〈 尽 
管 其 成 本 更 高 )， 因 为 它 具 有 更 低 的 非特 异性 结合 特性 。 
用 于 固定 链 霉 亲 和 素 的 各 种 方法 已 经 被 使 用 ， 包 括 通常 的 共 价 策略 ， 以 及 利 
用 共 价 固定 的 生物 素 捕获 链 霉 亲 和 素 的 方法 。 因 为 链 霉 亲 和 素 “ 块 形 ”的 和 蛋白质 
结构 ， 在 合适 的 表面 上 它 会 形成 具有 四 个 生物 素 结合 位 点 的 2D 晶体 序列 [SFI93] 
。 在 该 分 子 的 几乎 平行 的 面 上 分 别 分 布 着 两 个 结合 位 点 。 如 果 制 备 了 一 个 具有 固 
定 的 生物 素 的 适当 的 表面 ， 链 霉 亲 和 素 能 够 与 该 表面 结合 形成 一 个 紧 紧 地 锚固 的 
阵列 ， 有 着 非常 高 的 生物 素 结 合 密度 CMOR 921 。 这 是 一 个 用 于 接 枝 生 物 素 化 抗体 
(通过 将 生物 素 分 子 随机 偶 联 到 抗体 上 的 NHS/EDC 化 学 方法 获得 ) 的 理想 
表面 。 


2.2.5 固定 化 策略 : 总 结 


尽管 人 们 在 分 子 接 枝 和 表面 功能 化 领域 进行 了 大 量 的 研究 ， 目 前 还 没有 一 种 
通用 的 方法 被 识别 或 提出 。 表 2. 1 总 结 了 这 里 讨论 的 各 种 固定 化 策略 的 优势 或 劣 
势 。 从 实际 的 角度 来 看 ， 需 要 被 固定 的 生物 受 体 的 类 型 ， 以 及 由 传感器 和 应 用 所 
带 来 的 约束 ， 决 定 了 对 最 适合 的 或 者 唯一 可 能 的 ) 接 枝 方法 的 选择 。 

表 2.1 一 些 生物 分 子 介 质 策略 的 优势 和 劣势 
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BUT -温和 的 条 件 -扩散 上 的 障碍 减 慢 了 响应 时 间 
-工作 寿命 长 
tH 
TREE NITET "AE SERERE RUE E 
-可 能 参与 到 转 导 机 制 中 
在 导电 聚合 物 中 -活性 生物 受 体 的 适当 的 | -需要 原 位 电化 学 活化 的 方法 
取向 和 堆积 
共 价 键 合 eee - 衡 生 步 骤 复 杂 而 昂贵 
共 价 键 全 与 转换 器 紧 -有 限 的 附着 位 点 


-扩散 障碍 低 / 响 应 快 
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( 续 ) 
国定 化 技术 优势 BB 
" -昂贵 .复杂 的 多 步 衍生 程序 
Pm ee 2 Ra e > 
KRI -对 := 选择 h3 Lope JE GS ER yh 
pde p AR BA MEE ee AE t 
2.3 小 结 


尽管 在 解决 实际 问题 时 生物 受 体 的 多 样 性 和 固定 化 策略 的 数量 看 起 来 可 能 比 
较 令 人 迷惑 ， 生 物 受 体 的 类 型 实际 上 由 目标 应 用 和 被 检测 的 分 析 物 所 决定 ， 而 当 
考虑 到 生物 传感器 的 表面 性 质 与 化 学 以 及 需要 被 固定 的 生物 实体 时 ， 可 选择 的 技 
术 的 个 数 会 大 大 减少 。 作 为 一 个 经 验 法 则 ， 最 好 的 推进 方式 是 对 几 个 方法 进行 测 
试 ， 看 哪个 方法 对 开发 的 特定 系统 来 说 在 速度 、 成 本 和 人 性 能 方面 提供 最 佳 的 折 
衷 。 需 要 牢记 的 是 ， 为 了 解决 一 个 需要 将 生物 分 子 固定 到 固体 表面 的 特定 应 用 ， 
务实 的 态度 往往 是 唯一 的 选择 。 
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小 型 化 生物 传感器 的 生物 功能 化 需要 通过 使 用 第 2 章 中 讨论 的 专用 接 枝 策略 


中 的 一 种 对 生物 受 体 实现 局 部 表 画 























ij 国定 。 随 着 生物 传感器 变 得 越 来 越 小 ， 对 它们 


的 表面 涂 以 生物 活性 层 将 变 得 越发 具有 挑战 。 在 很 多 情况 下 ， 通 常 被 使 用 的 浸没 
方法 并 不 适用 ， 这 是 因为 该 方法 很 难 达到 有 











外 ， 为 了 充分 地 利用 大 规模 微 力 
































选择 性 地 对 活性 








区 域 进 行 涂 布 。 此 
上 工 技术 创造 传感器 阵列 ， 对 于 功能 化 的 空间 控制 





不 仅 是 必需 的 ， 同 时 也 为 将 不 同类 型 的 生物 受 体 接 枝 到 阵列 上 的 不 同 元 素 上 提供 


了 解决 方案 。 还 应 该 牢记 ， 为 了 降低 




















目标 分 子 在 非 敏感 区 域 吸 附 的 可 能 性 


， 以 及 


实现 非常 低 浓度 下 的 检测 ， 那 些 包含 多 个 利用 探 针 分 子 进行 功能 化 处 理 的 传 感 噩 


的 芯片 的 非 活 性 区 域 最 终 应 该 使 用 一 个 防 污 膜 进行 充分 地 镀膜 (例如 使 用 一 个 和 蛋 














白质 或 聚合 物 层 ) 。 钝 化 策略 的 选择 〈 就 防 污 试 剂 和 接 校 化 学 而 言 ) 应 该 在 生物 


功能 化 任务 内 全 局 地 进行 解决 。 最 后 ， 另 外 一 个 生物 功能 化 工具 上 
在 不 引起 生物 分 子 变 性 的 前 提 下 对 其 进行 处 理 的 能 力 。 基 于 以 上 事实 ， 有 了 几 种 方 
法 可 用 ， 包 括 使 用 微机 械 移 液 器 、 喷 墨 或 弹 必 
选择 必须 依据 传感器 的 规格 和 4 














3. 1 什么 是 表面 图 案 化 














图 案 化 技术 是 对 材料 在 一 个 基板 的 表面 上 的 沉积 /位 置 进 行 空间 控 











印章 的 技术 ， 对 于 这 些 专用 技术 的 
E 物 受 体 的 类 型 做 出 。 





的 必要 条 


件 是 其 





il BTE. 


当 与 第 2 章 中 介绍 的 固定 化 策略 结合 使 用 时 ， 这 些 技术 可 以 使 生物 分 子 探 针 只 接 
枝 在 生物 传感器 的 活性 表面 ， 如 果 可 能 的 话 ， 将 不 同 种 类 的 探 针 接 校 到 一 个 生物 
传感器 阵列 上 ， 从 而 实现 多 重 目的 。 








本 章 将 介绍 目前 被 用 于 基板 的 生物 功能 化 的 不 同 种 类 的 



































地 说 ， 将 以 下 特征 作为 比较 元 素 ， 对 这 些 能 


头 开始 创建 的 ) 和 
描述 : 








图 案 复制 (其 中 图 案由 预 i 





一 最 小 分 辩 率 和 特征 尺寸 ; 


一 图 案 的 均匀 





性 和 再 现 性 ; 


一 沉积 材料 的 质量 和 功能 ; 
一 与 基板 状态 相关 的 限制 ; 
一 图 案 对 齐 和 复 用 功能 。 











HE 








分 成 两 类 
ZIEL 
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(其 中 图 


图 案 化 技术 。 更 确切 


案 是 从 


TO 一 一 的 技术 进行 
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本 节 中 描述 的 大 量 工具 依赖 于 将 液 滴答 送 到 基板 表面 ， 因 为 这 些 工 具 不 会 引 
起 生物 分 子 变 性 ， 尤 其 适合 对 它们 进行 处 理 。 事 实 上 ， 基 于 液 滴定 位 器 的 生物 功 
能 化 工具 目前 被 用 于 加 工 临 床 实验 室 中 的 大 部 分 微 阵列 芯片 。 











3.2 液 相 中 的 直接 生物 图 案 化 








基于 喷 墨 的 直 写 技术 依赖 于 将 材料 通过 quce qn 
面 上 。 对 于 液体 样品 的 空间 输送 存在 着 各 种 各 样 的 方法 ， 最 合适 的 方法 取决 于 要 
生产 的 阵列 的 尺度 、 最 小 特征 尺寸 和 所 需 的 吞吐 量 。 iU A RAE E 
的 范围 在 输送 体积 上 可 以 跨越 12 个 数量 级 ，1lpL (10 5D) —1aL (10775 L), BI 
3.1 对 比 了 液 相 表面 微米 图 案 化 和 纳米 图 案 化 中 涉及 的 尺寸 和 体积 ， 并 将 它们 与 
直观 技术 (例如 移 液 或 喷 黑 打印 ) 进行 了 对 照 。 





























100 1 100 10 1 Ta 10 1 100 d 1 100 10 1 100 ae 


— 
lum 100nm 





图 3.1 涉及 描述 小 体积 尺寸 的 体积 尺度 。 作 为 参考 ， 由 两 种 最 常用 的 
液 滴 分 配器 所 处 理 的 液体 体积 范围 在 该 太 度 中 给 出 


基于 液 滴 的 图 案 化 技术 通常 有 两 类 方法 : 非 接触 式 方法 和 接触 式 方法 。 前 者 
将 液 滴 从 一 个 液 滴 喷 射 锅 中 投射 到 基板 表面 ， 而 后 者 通过 在 沉积 工具 (通常 为 一 
个 尖端 或 一 支 笔 和 基板 之 间 形 成 的 弯 液 面 传递 液 滴 。 


3.2.1 通过 非 接触 式 方法 供 墨 


非 接触 式 液体 定位 方法 将 液 滴 从 置 于 表面 上 方 的 喷嘴 中 喷 出 。 它 们 的 优势 是 
和 任何 类 型 的 基板 均 兼 容 ， 尤 其 是 对 那些 形状 不 规则 的 很 难 用 其 他 方法 进行 图 案 
化 处 理 的 表面 ， 不 过 将 其 与 已 有 的 图 案 对 齐 颇具 挑战 。 
3.2.1.1 喷 墨 印 制 

喷 墨 印 制 是 一 项 很 成 熟 的 技术 ， 被 用 在 大 多 数 市 售 的 和 专业 的 计算 机 打印 机 
中 。 其 价格 低廉 ， 速 度 较 快 ， 且 许多 打印 机 都 可 以 提供 高 质量 的 输出 。 喷 墨 的 基 
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本 原理 是 通过 一 个 喷嘴 将 来 自 腔 室 的 液 滴 喷 出 。 在 按 需 滴 出 的 系统 中 ， 通 常 有 两 
种 排出 液 滴 的 方法 。 可 以 在 密封 的 腔 室 中 利用 加 热 器 产生 一 个 气泡 ， 也 可 以 利用 
一 个 压 电 驱动 器 压缩 舱室 ， 直 到 液体 被 从 喷嘴 中 挤 出 。 压 电 喷 墨 印 制 在 喷射 精度 
和 体积 控制 方面 通常 更 为 可 靠 RET OS] 。 它 能 够 对 更 宽 范 围 的 墨 进 行 印 制 ， 而 热 
喷 墨 则 只 能 依赖 水 基 的 墨 。 

喷 墨 技术 因为 其 低廉 、 易 用 ， 以 及 在 可 沉积 材料 种 类 上 的 灵活 性 ， 最 近 被 广 
泛 用 于 表面 图 案 化 处 理 。 喷 墨 印刷 对 于 沉积 生物 化 合 物 前 景 尤 其 光明 。DNA 和 
蛋白 质 可 以 在 不 改变 功能 性 生物 阵列 的 制造 技术 的 情况 下 被 印 制 [COL 00. HUG 01, 
Xu 等 人 [X00] 对 哺乳 动物 细胞 进行 了 印 制 ， 并 证 明 90% 被 沉积 的 细胞 在 喷嘴 发 
射 中 没有 受 损 。 事 实 上 ， 嘲 墨 技术 已 经 被 证 明 是 对 脆弱 的 MEMS 结构 进行 功能 
化 的 不 错 选择 ， 例 如 基于 悬臂 的 生物 传感器 〈 见 图 3. 2)LBE 0421 。 








图 3.2 2) 人 类 肝 细 胞 在 一 个 磷酸 盐 缓冲 液 中 被 距 出 ; 
bo 单个 液 滴 在 一 个 悬臂 阵列 上 的 喷 墨 印 制 


除了 已 经 被 证 明 的 多 功能 性 ， 对 喷 墨 进行 并 行 化 处 理 很 简单 ， 并 且 可 以 得 益 
于 大 规模 制造 ， 其 结果 是 获得 低廉 的 装置 [SHE 0%] 。 然 而 ， 喷 墨 技术 的 缺点 主要 
集中 在 对 于 在 竺 度 和 表面 张力 方面 具有 特殊 性 质 的 墨 的 需求 。 喷 墨 技术 还 对 喷嘴 
堵塞 尤其 敏感 ， 喷 嘴 阻 塞 主 要 归 因 于 溶剂 挥发 、 颗 粒 聚 集 和 滴 液 。 因 为 很 容易 形 
成 针 孔 ， 打 印 特 征 的 均匀 性 也 是 一 个 大 问题 。 不 过 ，Bietsch 等 人 [BE%b] 最 近 已 
经 证 明 高 质量 自 组 装 单 层 (SAM) 是 可 以 被 图 案 化 的 。 最 后 ， 由 于 表面 张力 和 
通过 小 孔 的 蒜 性 流 所 引起 的 限制 ， 似 乎 使 得 对 特征 尺寸 小 于 10 um f] ELE ETT 
直接 印 制 不 太 可 能 COAL OU, 
3.2.1.2 电 喷 雾 和 电流 体 喷 印 

在 生成 液 滴 的 电 喷雾 类 型 中 ， 使 用 直流 CDC) 电压 可 以 将 来 自 一 个 毛细 管 
的 液 流 分 成 大 量 的 液 滴 。 产 生 的 电场 导致 泰勒 锥 的 形成 ， 其 结果 是 形成 精细 的 离 
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子 化 液 滴 喷 雾 。 电 喷雾 离子 化 在 20 世纪 80 年 代 首 次 被 应 用 于 利用 不 锈 钢 针 的 质 
谱 仪 YAM84] 。 然 而 ，Yogi 等 人 [Yoc 013 已 经 利用 一 个 类 似 的 方法 产生 按 需 形成 
的 液 滴 ， 并 实现 了 罗丹 明 BCrhB) 分 子 的 微 阵列 。 该 项 技术 通过 利用 1000 V 和 
10 ms 的 脉冲 电压 ， 从 一 个 玻璃 毛细 管 中 常 规 生 产 皮 升 到 飞升 的 液 滴 ( 见 图 
3. 3) 。 最 近 ，Rogers 的 研究 组 制 成 了 一 个 面向 电流 体 喷 印 (E-jet) 的 廉价 自动 
桌面 系统 PART] ， 其 分 辨 率 志 10 ym。 该 项 基于 电 喷 雾 的 印 制 技术 已 经 被 发 现 
适用 于 DNA 阵列 的 制备 。 因 此 ， 电 喷雾 技术 对 于 沉积 微量 液体 来 说 颇具 吸引 
力 ， 然 而 它 需 要 使 用 复杂 的 设备 和 高 压 进行 操作 。 












































20um 
a) b) 








图 3.3 a) ARAKI 定位 器 沉积 的 rhB 分 子 的 微 阵 列 ， 以 及 b) 
沉积 后 rhB 的 水 溶液 的 一 个 液 滴 的 侧 视 视频 图 像 [Yoc on 
CD 原 书 此 处 为 “pulsed-filed” 似 有 误 ， 应 为 “pulsed-field”， 即 脉冲 场 。 一 译 者 注 




















3.2.1.3 无 毛细 管 喷 射 机 制 

由 Barron 等 人 提出 的 无 毛细 管 喷射 技术 利用 一 个 聚焦 的 激光 脉冲 ， 将 材料 
从 一 个 目标 支持 物 上 转移 到 基板 上 PAR] 。 该 激光 击 中 处 于 一 个 特定 微 孔 中 某 
一 位 置 的 目标 后 部 ， 通 过 一 个 激光 吸收 层 对 包含 在 孔 中 的 材料 诱导 升温 ， 导 致 喷 
出 物 的 形成 。 该 喷 出 物 分 解 成 液 滴 ， 被 投射 到 基板 上 。 其 直径 可 以 通过 调整 激光 
能 量 密度 而 进行 调谐 。 该 技术 已 经 被 成 功 地 用 于 加 工 牛 血清 白 蛋 白 (BSA) 和 蛋白 
质 阵 列 。 利 用 抗 BSA 的 免疫 测定 已 经 被 实施 , 证 明了 该 蛋白 质 的 免疫 反应 性 。 
该 结果 表明 能 量 转移 诱导 的 加 热 不 大 ,证 明了 无 毛细 管 喷射 非常 适合 蛋白 质 网 案 
化 处 理 的 潜力 。 


3.2.2 通过 接触 式 方法 供 墨 


在 接触 式 方法 中 ， 一 个 固体 尖端 或 一 个 毛细 管 的 末端 与 要 进行 图 案 化 处 理 的 
表面 接触 ， 使 得 物种 被 转移 或 液 滴 被 沉积 。 在 工具 和 基板 之 间 使 用 直接 接触 有 着 
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很 多 优势 。 首 先 ， 因 为 传递 是 通过 作用 在 液体 上 的 毛细 管 力 实现 的 ， 接 触 式 方法 
是 一 种 被 动 输送 技术 。 因 此 ， 该 技术 无 需 液体 驱动 方法 ,工具 会 大 大 简化 。 此 
外 ， 传 感 器 本 身 可 以 被 包含 到 工具 中 ， 对 沉积 过 程 具 有 直接 控制 ， 对 工具 的 位 置 
有 着 直接 的 信息 。 然 而 ， 该 方法 强烈 依赖 于 被 图 案 化 表面 的 物理 和 化 学 状态 。 
3.2.2.1 微 纳 移 液 器 

移 液 器 可 以 被 用 于 接触 式 局 部 液体 沉积 。 在 基板 不 是 非常 踊 水 的 情况 下 ， 任 
何 和 一 个 表面 接触 的 毛细 管 都 会 导致 液 滴 的 形成 。 将 移 液 器 技术 的 太 度 降低 是 通 
过 一 个 非常 有 趣 的 图 案 化 解决 方案 实现 的 ， 该 方案 依赖 于 使 用 一 个 由 玻璃 毛细 管 
制 成 的 双 桶 纳米 移 液 器 [op "5 。 该 方法 的 主要 优势 是 能 够 从 单个 尖端 的 每 个 桶 
中 独立 地 输送 两 种 不 同 的 物种 〈 见 图 3.4) 。 在 每 个 桶 内 放置 的 电极 使 得 人 们 可 
以 对 沉积 的 桶 进行 选择 ， 并 且 对 沉积 参数 进行 电压 控制 ， 例 如 尖端 和 表面 之 间 的 
距离 ， 以 及 输送 液体 的 体积 。 
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图 3.4 a) 双 桶 移 液 器 的 沉积 原理 ，b) 利用 双 桶 移 液 器 印 制 的 剑桥 大 学 校徽 。 
该 图 像 由 两 个 DNA 物种 生成 ， 一 个 利用 Alexa 647 标记 ， 另 一 个 利用 
罗丹 明 绿 (rthoda mine green) 标记 [ROP] , 














最 近 ， 模 仿 毛细 管 移 液 器 的 微 加 工 工具 也 已 经 被 提出 [SUE%] 。 它 们 包含 排 
列 在 一 个 表面 上 的 硅 或 聚合 物 管 。 在 该 装置 的 一 侧 提 供 液 体 ， 该 液体 流入 管 中 后 
到 达 沉 积 表面 。 微 加 工 技术 的 使 用 使 得 在 推动 这 个 沉积 方法 平行 化 的 同时 ， 能 
对 管 的 内 径 和 外 径 进 行 高 精度 小 尺寸 的 加 工 。 然 而 ， 这 些 管子 通常 不 是 柔性 的 ， 
不 能 承受 较 大 的 应 力 和 应 变 ， 因 此 在 操作 微 加 工 移 液 器 阵列 时 需要 非常 小 心 。 与 
预 加 工 的 图 案 进 行 对 齐 也 可 能 会 是 一 个 不 容 忽视 的 问题 。 
3.2.2.2 用 于 输送 液体 的 面 内 微 悬 臂 

最 近 ， 受 目前 用 于 加 工 生物 芯片 的 不 锈 钢 针 启发 的 直接 液体 输送 技术 被 提 
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出 。 基 于 羽 管 和 针 的 市 售 系统 CRA Arraylt® 的 点 样 仪 ) 允许 印 制 最 小 直径 为 
60 pm 的 点 。 这 些 针 是 以 一 种 串 行 的 方式 加 工 的 ， 通 常 非常 昂贵 。 此 外 ， 因 为 针 
是 由 不 锈 钢 制 成 的 ， 而 且 沉 积 是 通过 针尖 与 表面 的 直接 接触 完成 的 ， 尖 端 非常 容 
易 破损 ， 导 致 了 易 变 的 液体 尺寸 。 最 后 ， 并 行 化 只 能 通过 手工 将 几 个 针头 放 在 同 
一 个 文 撑 上 完成 ( 见 图 3. 5) 。 
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图 3.5 一 个 用 于 生物 芯片 加 工 的 市 售 点 样 系统 的 照片 
(ArrayIt@ ，TeleChem International 公司 ) 





使 用 硅 微 悬 臂 作 为 印 制 针 的 想法 在 21 世纪 初期 同时 在 欧洲 [BEL 032 和 美国 
CTSA 03, XU 04] 兴起 ， 导 致 出 现 了 类 似 的 装置 和 市 售 设备 ， 即 来 自 BioForce Nano- 
sciences 公司 的 Nano eNablerIM 。 该 想法 具有 以 下 几 个 优势 : 悬臂 阵列 可 以 通过 
标准 的 微 加 工 技术 被 合并 到 同一 个 芯片 上 ， 实 现 廉价 的 一 次 性 装置 。 因 为 光 刻 具 
有 微米 级 的 精度 ， 这 些 基 臂 可 以 被 做 得 非常 小 ， 实 现 微小 液 滴 的 沉积 。 液 滴 尺 十 
由 尖端 和 底板 的 接触 时 间 所 控制 ， 滴 的 直径 通常 在 几 微 米 到 几 十 微米 之 间 。 因 为 
用 于 传递 液体 的 尖端 和 巧 臂 处 在 一 个 平面 内 ， 可 以 通过 置 于 悬臂 上 面 或 内 部 的 一 
个 流体 系统 直接 对 其 送 液 。 通 常 ， 流 体系 统 包 括 一 个 蚀刻 在 悬臂 上 的 开放 式 通 
道 ， 因 此 解决 了 堵塞 问题 〈 然 而 ， 这 通常 要 求 使 用 低 蒸发 率 的 溶剂 ， 例 如 甘油 )。 
通道 的 斥 才 通常 大 到 可 以 在 不 对 巧 臂 进 行 续 液 的 情况 下 印 制 几 百 个 点 ， 之 后 悬臂 
可 以 通过 一 个 外 部 芯片 进行 装载 (BER %] 。 不 过 ， 也 可 以 在 承载 悬臂 的 芯片 上 并 
入 一 个 储 液 器 。 

为 了 证 明 这 项 技术 对 于 提高 生物 芯片 微 阵列 密度 的 重要 性 ， 概 念 证 明 实验 被 
通过 直接 将 DNA 和 和 蛋白 质 液 滴 沉积 到 预先 功能 化 的 表面 上 完成 。 利 用 该 点 样 方 
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法 ， 面 向 除草 剂 检 测 应 用 的 微 加 工 膜 也 被 使 用 分 子 印 迹 聚 合 物 (MIP) 进行 了 生 














物 功能 化 (AYE OT 。 最 近 ， 衍 生 自 电 点 样 技术 的 一 个 非常 有 趣 的 方法 被 验证 ， 可 
以 通过 生物 功能 化 的 聚 吡 咯 的 电 沉积 形成 稳健 持久 的 生物 阵列 [PSS%] 。 因 为 它 
们 能 够 以 高 通 量 且 受 控 的 方式 输送 亚 皮 升级 的 生物 材料 的 液 滴 (对 于 自动 化 点 样 
技术 来 说 ， 可 以 实施 集成 传 感 方案 53 98 )， 也 因为 它们 操作 简单 且 成 本 较 低 ， 
这 些 硅 悬 臂 笔 对 于 以 生物 功能 化 为 目的 的 应 用 来 说 非常 具有 吸引 力 。 
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T URS EL FÉ Z& St Bioplume 如 图 3. 6 所 示 。 
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c) 


图 3.6 硅 微 悬臂 型 点 样 系统 Bioplume 
a) 在 沉积 一 个 液 滴 矩 阵 后 的 Bioplume 乃 臂 阵列 的 光学 照片 (每 个 悬臂 大 小 为 120 nm， 长 





度 为 1500 pm) EIOS] b). 对 一 个 MEMS 共振 膜 进行 功能 化 














Jr TAYE 7] e) 由 Bioplume 加 工 的 一 个 抗 IAb 抗体 微 阵列 
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IAb 线 的 尺寸 为 7 ym， 间隔 为 20 jm) TROU 09] 


3.2.2.3 ”基于 扫描 探 针 光 刻 的 液体 输送 系统 





扫描 探 针 技 术 基 于 原子 力 显微镜 (AFM) 技术 ,其 中 
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的 载 有 MIP 前 体 的 悬臂 的 光学 照 


所 的 显 微 图 片 ( 该 抗 





具有 非常 锐利 尖端 的 
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硅 悬 臂 对 基板 进行 扫描 {， 产 生 具 有 纳米 级 精度 














的 表面 形 貌 图 像 。 扫 描 探 针 光 刻 


(SPL) 技术 的 初始 想法 是 利用 悬臂 的 尖端 沉积 化 学 和 生物 材料 。SPL 的 有 趣 的 





功能 是 同一 个 尖端 可 以 被 用 于 书写 图 案 并 对 它 
Bag 3K BIW 100nm 级 的 最 小 特 和 
区 域 所 需 的 长 书写 时 间 所 平衡 。 


AFM WANTI, HATA 
化 处 理 微米 
Butt 等 人 首次 阐述 了 利用 扫描 力 显 





们 进行 成 像 。SPL 方法 利用 了 
FE 尺寸 。 高 分 辨 率 被 图 案 











微 镜 (SFM) 尖端 沉积 有 机 材料 DAs 951 。 





在 他 们 的 实验 中 ， 





一 个 SEM 的 尖端 被 通过 在 液体 十 八 烧 基 硫 醇 CODTO “PIR RE 











而 被 ODT 所 覆盖， 随后 与 一 个 云母 表 
从 尖端 转移 到 该 表面 上 。 该 技术 被 Mir 
笔 纳米 光 刻 CDPNDUSIN 94, 
和 表面 之 间 形 成 的 一 
介 ， 该 弯 液 面具 有 纳米 级 的 精度 ， 因 此 
WEERA, RA ERIK, WR 
出 对 于 产生 可 重复 性 的 图 案 化 结果 非常 
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醇 〈 例 如 MHA M ODT) 在 金 薄 膜 上 进行 图 案 化 ， 





y 99. HON 9 H4 
为 15 nm [PIN 99. HON 99] 。 其 了 


导体 表面 上 的 六 甲 基 二 硅胶 (HMDS) 


pm. 











板 加 工 是 局 部 进行 的 〈 不 像 固 定 化 步骤 
物 的 图 案 比较 困难 。 为 了 做 到 这 点 ， 大 


尖端 上 的 DNA 和 和 蛋白 质 在 不 改变 其 生物 功能 


[LIM 03, LEE 03, CHU 05] 
o 





图 3.7 AERC AN NY ERE I PR 














a) DPN 工艺 的 示意 图 b) 使 用 MHA 在 


该 间接 方法 首先 在 表面 利用 DPN 对 功能 
链 [DEM o1. ZHA 02] 或 蛋白 质 [ZHA 03. LEE 04] 的 附 








面 发 生 接触 。 在 与 表面 接触 时 ，ODT 被 
kin 进一步 开发 〈 并 推广 ) RON BER B RS 








在 该 项 技术 中 ， 装 载 到 AFM 尖端 的 墨 被 通过 人 尖端 
液 面 输送 到 基板 上 COLE 3.7). 


作为 墨 传递 的 媒 
是 墨 输送 成 功 的 根本 。 这 要 求 工作 环境 的 
端 上 具有 合适 的 冷凝 水 。 对 湿度 水 平 的 控 
必要 [SV] DPN 最 初 被 用 于 将 烧 基 硫 











具有 重复 书写 能 力 ， 分 别 率 
忆 写 潜力 迅速 被 扩展 到 大 量 的 SAM 和 表面 (例如 半 











YA 91)， 人 允许 对 更 大 实体 的 间接 图 案 化 处 
性 化 学 进行 图 案 化 ， 从 而 为 DNA 
属 接 枝 产生 一 个 模板 。 因 为 具有 模 
中 那样 )， 在 同一 个 表面 上 产生 不 同化 合 
分 子 的 直接 图 案 化 被 进行 了 阐述 。 吸 附 在 
的 前 提 下 被 沉积 



































和 加 工 图 案 LSN 06 








AB in Au 表面 上 书写 的 纳米 点 阵列 c) RI 














用 DPN 方法 使 用 MHA 在 一 个 Au (111) 
产生 
Jt by ic B Ge RE ER S 























FAG (IgG) 的 











AY DNA 模板 表面 上 杂交 的 25 nm 和 13 n 
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表面 上 书写 的 纳米 字母 d) 利用 直 写 DPN 
金 纳米 颗粒 的 AFM BR e) SiO, 上 荧 


m 4E 














15 DPN 图 案 的 荧光 图 像 。 
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因为 AFM 尖端 是 通过 标准 的 微 加 工 过 程 制 得 的 ， 在 同一 个 芯片 上 加 工大 量 的 
DPN 是 很 容易 实现 的 SAL0%] ， 并 且 力 传感器 也 可 以 被 集成 到 悬臂 上 。 对 一 个 阵列 
上 的 每 个 悬臂 进行 寻 址 对 于 产生 随意 的 特征 和 控制 书写 的 过 程 来 说 非常 关键 。 

在 扫描 探 针 接触 印 制 (SPCP) 中 ， 巧 臂 尖 端 是 由 一 个 弹性 材料 制 成 的 
[WAN 03, ZHA 04] 。 该 尖端 通常 由 聚 二 甲 基 硅 氧 烷 (PDMS) 制 成 ， 像 一 个 微 接触 
印章 一 样 被 用 于 印 制 化 学 物质 。 化 学 油墨 首先 被 吸附 到 POMS 尖端 ， 尖 端 与 表 
面 的 每 一 次 接触 导致 分 子 以 一 个 像素 打印 的 方式 传递 到 基板 上 。 因 此 ， 可 以 形成 
任意 的 点 阵 图 案 。 不 像 DPN，SPCP 可 以 在 环境 条 件 下 操作 ， 固 有 特征 尺寸 较 
大 。 因 为 DPN 和 SPCP 技术 均 依 赖 于 AFM 探 针 的 使 用 ， 它 们 都 可 以 被 集成 到 
同一 个 芯片 上 ， 和 包含 打印 和 成 像 功能 。Wang 等 人 已 经 阐明 了 这 样 一 种 集成 装置 
的 制备 〈 见 图 3. 8) ， 该 装置 具有 不 同 的 能 够 执行 专门 功能 的 探 针 [WAN05] 。 因 
此 ， 该 多 功能 探 针 阵列 能 够 在 最 少 的 化 学 串扰 和 高 的 配 准 精度 下 执行 丰富 多 样 的 
HE. AT. Æ DPN 和 SPCP 中 ， 图 案 化 是 一 个 较 慢 的 过 程 ， 因 为 一 个 探 针 可 
以 携带 的 墨 材料 的 量 很 少 ， 书 写 步 又 必须 经 常 地 与 必要 的 重 装 步 又 交替 进行 。 



























































图 3.8 一 个 包含 五 个 DPN 探 针 、 九 个 SPCP 探 针 和 三 个 成 像 
探 针 的 多 功能 探 针 阵列 的 SEM tb i HR Fr EWAN 05] 








为 了 扩展 基于 AFM 的 技术 的 打印 能 力 ， 一 个 流体 毛细 管 和 储 液 器 可 以 被 加 
在 悬臂 尖端 上 。 这 一 方法 的 主要 优势 是 解决 了 芒 笔 技术 和 SPCP 中 观察 到 的 油墨 
快速 耗 尽 的 问题 。 出 于 该 目的 ，Lewis 等 人 提出 了 一 个 纳米 钢笔 系统 ， 该 系统 基 
于 一 个 安装 在 AFM 探 针 上 的 悬臂 石英 微 移 液 器 的 使 用 CEY 9 。 利 用 该 系统 ， 
蛋白 质 被 进行 了 局 部 打印 TIA 。 然 而 ， 尽 管 具有 有 趣 的 功能 ， 该 系统 并 不 适 
合 进行 并 行 化 和 集成 。 最 近 ，Meister 等 人 提出 了 一 个 克服 这 些 缺 点 的 非常 有 前 








52 微 纳 机 电 生 物 传 感 器 





途 的 方法 。 他 们 的 纳米 分 配 系 统 (NADIS) 的 主要 特征 是 通过 光 阑 扫描 力 显 微 
镜 的 探 针 尖端 沉积 液体 。 第 一 个 探 针 是 通过 一 个 专用 工艺 制备 得 到 的 ， 该 工艺 在 





























一 个 尖端 具有 纳米 通道 的 悬臂 上 创造 了 一 个 开放 的 池子 CMELOSI 。 一 个 通 














铣削 在 市 售 的 AFM 上 进行 修改 的 替换 加 工 方法 也 被 提出 CMELOU 。 利 月 
20 nm 的 聚 茶 乙烯 颗粒 的 纳米 液 滴 被 进行 了 沉积 。 处 在 悬臂 上 的 开放 池 引 来 了 两 
tE HZS 





PERH. SR RRIEK Meus. JEA JER a ERRED, RAE 





发 率 低 的 液体 作为 溶剂 媒介 。 于 是 ，Deladi 等 人 最 近 
AUCH. 实现 了 向 有 基 辟 尖端 的 连续 液体 供给 DELA, Kim 等 人 介绍 了 一 个 类 似 的 
用 于 在 金 基板 上 对 40 nm 宽 的 MHA 线 进行 图 案 化 的 装置 [M 052. ( 见 图 3. 9), 





























然而 ， 这 些 闭 合 通道 配置 工具 会 出 现 阻塞 的 问题 ， 导 致 书写 失败 。 此 外 ， 很 难 想 


象 存在 对 其 进行 简单 清洗 的 步骤 。 


Dba 





e) 
图 3.9 纳米 钢笔 探 针 CNFPOLSIMOS], (a) 和 b) NF 
一 个 火山 型 分 配 尖端 和 一 个 芯片 上 贮 液 需 的 SEM 图 像 
ik: e 空 通道 的 透射 光照 片 和 f) 显示 流体 通道 





500 um 


f) 


过 FIB 
该 系统 ， 


制备 了 一 个 具有 闭合 通道 的 





P 装置 的 书写 机 理 c) 和 d) 

















。 利 用 诡 光 溶液 进行 流通 
液体 的 透射 英 光 照片) 














测 
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3.3 图案 复制 








复制 包括 将 来 自 掩 模 、 主 本 或 印章 的 图 案 以 高 保 真 度 和 可 靠 性 复制 到 基板 
上 。 这 些 方法 能 够 迅速 制备 多 个 副本 ， 因 此 非常 适合 大 规模 加 工 。 


3.3.1 光 刻 


光 刻 已 经 被 半导体 行业 发 展 成 为 一 个 高 度 可 重复 的 、 具 有 高 分 辨 率 〈 亚 微米 
级 ) 的 图 案 化 技术 ， 使 后 续 的 材料 蚀刻 或 沉积 成 为 可 能 。 

当 基 板 上 的 其 他 区 域 被 利用 合适 的 表面 修改 步 又 进行 衍生 时 ， 光 刻 胺 可 以 被 
用 来 保护 基板 上 的 特定 区 域 。 例 如 ， 利 用 该 方法 ， 人 们 制备 了 亲 水 的 / 政 水 的 图 
案 ， 用 于 指引 培养 的 神经 元 细胞 在 表面 上 的 生长 COH 99) 。 男 外 ， 在 整个 表面 被 
进行 化 学 修改 后 ， 光 刻 胶 可 以 被 用 于 保护 那些 即将 被 接 枝 生 物 分 子 的 区 域 ， 而 未 
受 保护 的 区 域 的 反应 性 化 学 被 破坏 ， 例 如 通过 暴露 在 氧 等 离子 体 中 CHE UH, 

利用 光 刻 进行 生物 功能 化 的 主要 缺点 是 目前 的 光 刻 胶 与 水 性 条 件 不 兼容 。 此 
外 ， 用 于 图 案 化 光 刻 胶 的 有 机 溶剂 、 高 的 温度 和 辐射 强度 是 蛋白 质变 性 的 来 源 ， 
因此 岁 案 化 步骤 必须 在 引入 生物 分 子 之 前 完成 。 尽 管 如 此 ， 光 刻 在 20 世纪 90 年 
代 曾 被 修改 ， 用 于 生产 DNA 芯片 C9 。 在 该 方法 中 ， 使 用 不 同 的 化 学 反应 
试剂 和 适当 的 遮 手 ， 重 复 光 刻 步 又， 可 以 实现 将 具有 不 同 DNA Bt BE AY SE A BR 
链 以 希望 的 序列 构建 起 来 ， 尽 管 这 只 适用 于 涉及 较 少 数量 序列 的 情况 。 


3.3.2 光 致 图案 化 策略 


通过 光 偶 联 与 光 脱 保护 反应 ， 生 物 功 能 图 案 可 以 利用 直接 光化学 固定 化 方法 产 
生 。 事 实 上 ， 一 些 化 学 官能 团 ， 例 如 酰基 县 氮 、 栈 基 重 氮 甲 烷 和 二 葵 甲 酮 类 ， 当 被 紫 
外 线 (UV) 范围 内 的 光 激 活 时 , 会 转变 成 高 活性 的 中 间 体 (分别 为 氮 烯 、 卡 宾 
(carbine) 和 O- 自 由 基 )[c2 中， 它们 随后 会 与 蛋白 质 和 其 他 生物 分 子 发 生 反 应 。 

使 用 上 述 任何 一 种 试剂 的 通用 步 又: 首先 将 试剂 通过 合适 的 偶 联 方法 〈 各 种 
具有 酰基 县 氮 或 二 葵 甲 酮 基 的 胺 和 硫 醇 反应 性 衍生 物 可 在 市 面 上 购 得 ) 固定 到 需 
要 功能 化 的 表面 上 。 然 后 ， 为 了 有 选择 地 重 射 ， 该 表面 被 通过 一 个 掩 模 骏 露 于 
V 光 下 几 分 钟 ， 从 而 实现 偶 联 [AR 33] 。 可 以 利用 不 同 的 生物 分 子 和 手 模 通过 
复 偶 联 循环 得 到 阵列 ， 功 能 化 可 以 在 闭合 的 微 通道 内 实现 [BAr-o5 。 

引导 光敏 和 偶 联 的 替代 方法 是 使 用 光 脱 保护 策略 ， 对 一 个 官能 团 进 行 “去 掩 
护 ”， 使 它 可 以 进行 传统 的 共 价 偶 联 反 应 。 用 于 光 脱 保护 胺 基 的 方法 的 发 展 尤 其 
成 熟 ， 胺 基 随 后 可 以 被 用 在 范围 广泛 的 共 价 偶 联 方法 中 。 该 策略 被 用 于 开发 包含 
受 保护 的 胺 基 的 光 可 活化 的 聚 丙 烯 酰胺 凝 胶 ， 这 些 胺 基 能 够 被 曝光 ， 用 于 抗体 和 
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抗原 的 偶 联 SAN 88) 。 
3.3.3 微 接触 印 制 


微 接 触 印 制 CuCP) 是 20 世纪 90 年 代 开 发 出 的 一 种 生物 功能 化 替代 技术 ， 它 利 
用 一 个 弹性 印章 ， 以 一 种 非常 简单 方便 的 方式 将 墨 转移 到 基板 上 CMAR 5] 。 软 的 印章 
通常 由 PDMS 制 成 ， 具 有 能 够 在 一 个 平 的 表面 上 进行 图 案 化 的 凹 档 。 该 印章 首先 被 
浸泡 在 含有 感 兴趣 的 物种 的 墨 液 中 ， 然 后 被 干燥 。 随 后 ， 它 与 基板 的 表面 接触 ， 在 被 
释放 之 前 实现 物种 从 印章 表面 到 基底 表面 的 转移 。 因 为 处 在 凹 槽 中 的 材料 不 与 基板 发 
生 接 触 ， 它 们 不 会 被 转移 ， 其 结果 是 印章 的 图 案 被 复制 到 基板 上 。 
微 接触 印 制 已 经 被 用 于 阐明 SAM 的 图 案 化 ， 它 对 其 他 化 学 物种 也 很 适用 ， 
例如 催化 剂 、 树 状 聚 合 物 和 有 机 反应 物 。 该 技术 已 经 被 用 于 有 目的 地 修改 基板 的 
表面 化 学 ， 例 如 控制 细胞 培养 的 生长 DIN TU 或 诱导 受 控 的 化 学 梯度 SRA OST 。 弹 
性 印章 为 生物 和 非 生物 实体 之 间 提 供 了 一 个 理想 的 界面 。 因 此 ， 它 尤其 适用 于 脂 
质 双 分 子 层 、 蛋 白质 COLE 3.10) 和 DNA 的 沉积 [BER 00. LAN O4 。 软 光 刻 对 于 
以 非常 低 的 成 本 对 大 的 表面 进行 图 案 化 和 生物 化 学 功能 化 的 应 用 来 说 非常 有 前 
途 。 除 了 简单 (相关 的 数据 可 能 在 实验 室 中 获得 ,无 需 复杂 的 设备 和 无 持 室 设 
施 )， 鉴 于 可 以 获得 塑性 的 橡胶 印章 ， 微 接触 印 制 适用 于 曲面 和 其 他 三 维 表面 的 
功能 化 。 这 大 大 地 提升 了 该 项 技术 的 影响 。 
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50um 





图 3. 10 在 一 个 基板 上 通过 微 接 触 印 制 得 到 的 蛋白 质 阵列 的 荧光 图 像 [SR 00] 

a) 利用 不 同 的 PDMS 印章 先后 印 制 的 两 种 不 同 的 蛋白 质 b) 使 用 一 个 通过 流体 网 络 方法 芯 墨 
的 印章 ， 在 一 个 细胞 培养 髓 的 聚 茶 乙 烯 表面 图 案 化 得 到 的 十 六 种 不 同 的 蛋白 质 (它们 中 的 一 些 
没有 进行 荧光 标记 ) o 利用 一 个 平 的 印章 在 一 个 载 玻 片 上 同时 印 制 的 三 种 不 同 的 蛋白 质 。 该 
印章 被 使 用 第 一 种 蛋白 质 均 匀 地 蕊 墨 ， 随 后 被 与 一 个 图 案 化 的 硅 表面 发 生 接 触 。 在 接触 的 区 
域 ， 和 蛋白质 被 转移 到 硅 上 剥离), 为 后 续 的 蛋白 质 在 印章 上 的 吸附 开放 了 区 域 。 可 以 利用 由 
不 同 材料 制 成 的 物体 对 该 过 程 进 行 重 复 ， 例 如 硅 、 玻 璃 或 塑料 ， 从 而 从 印章 上 图 案 化 地 剥离 蛋 
白质 
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3.3.4 通 量 功能 化 
图 案 化 复制 和 表面 功能 化 还 可 以 通过 使 用 一 个 微 流 控 装置 完成 UN TH, B 





的 来 说 ， 一 个 开放 式 通道 流体 网 络 被 置 于 需要 























图 案 化 的 表面 ， 使 得 流 经 通道 
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的 液 


体 与 该 表面 接触 。 作 为 输送 和 反应 的 介质 ， 该 液体 可 以 通过 吸附 或 特异 性 识别 被 


用 于 沉积 来 自 一 个 表面 的 细胞 或 生物 分 子 。 人 们 已 经 阐明 ， 当 与 另 一 种 图 


+ 
结合 


术 








性 的 蛋白 质 图 案 来 说 是 非常 强大 的 方法 CDD, 


3. 4 


有 具体 到 每 一 个 方法 的 特 和 





小 结 





本 曹 所 介绍 的 各 种 技术 使 得 人 们 能 够 对 范围 广泛 的 生物 材料 进行 图 案 化 ， 并 
F 特 性 。 根 据 目 标 应 用 的 要 求 ， 一 些 工 具 会 优 于 其 他 工 























。 事 实 上 ， 对 于 合适 的 工具 的 选择 ， 是 由 传感器 的 表面 状态 、 生 物 受 体 的 类 
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案 化 技 
使 用 时 ， 例 如 微 接触 印 制 ， 微 流体 图 案 化 对 于 在 微 通道 内 创造 多 元 的 区 域 





型 和 


选择 的 接 枝 方 法 所 决定 的 。 生 产 规模 和 财政 手段 也 是 在 选择 一 种 工具 时 需要 考虑 的 











重要 参数 。 对 于 需要 以 高 的 收 率 对 大 量 类 似 的 生物 传感器 进行 功能 化 的 工业 生产 来 


说 ,复制 技术 的 使 用 肯定 是 更 合适 的 。 能 够 以 串 行 方 式 直 观 地 沉积 少量 生物 物质 的 


直 写 技术 ， 对 于 少量 的 但 可 能 存在 交叉 污染 问题 的 装置 的 加 工 来 说 更 为 合适 。 

















工具 还 可 以 与 其 他 印 制 技术 结合 使 用 ,例如 微 接 触 印 制 (利用 不 同 分 子 对 印 童 本 
黑 )， 从 而 实现 在 单 次 运行 中 以 并 行 的 方式 印 制 不 同 的 物种 LOER 05] 。 
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基于 微机 电 系统 的 生物 传感器 包括 所 有 涉及 将 发 生 在 一 个 小 型 化 独立 结构 上 
的 生物 识别 事件 进行 机 械 转 导 的 生物 传感器 。 伴 随 着 纳米 技术 的 最 新 发 展 ， 出 现 
了 一 种 新 的 纳米 扩 度 的 共振 吉 种 类 ， 它 们 在 灵敏 度 和 最 低 检测 质量 方面 的 性 能 
所 改善 。 然 而 ， 目 前 为 止 ， 这 些 装 置 还 没有 成 功 地 被 用 于 实时 生物 传 感 。 本 章 情 
在 介绍 和 讨论 阻挡 NEMS 生物 传感器 有 所 突破 的 挑战 ， 并 提供 一 些 初 步 的 解答 。 





























4.1 降低 尺度 的 重要 性 








纳米 图 案 化 和 纳米 加 工 技术 在 研究 实验 室 与 研究 所 里 的 出 现 及 推广 很 快 为 有 
望 满足 各 种 应 用 需求 的 独立 式 纳米 结构 的 实现 打开 了 大 门 。 十 多 年 前 ， 三 篇 重要 
的 文章 同时 为 “面向 生物 学 的 纳米 机 电 系 统 ” (或 bioNEMS) 领域 奠定 了 基础 : 
在 美国 的 Roukes [ROU 01] 和 Craighead [CRA 00] 分 别 为 如 新 的 纳米 机 电 系 统 铺 平 道 
路 的 同时 ,一 个 欧洲 的 合作 项 目 (苏黎世 IBM 与 巴塞 尔 大 学 )[LFRIo0 阐述 了 将 生 
物 分 子 识别 翻译 成 纳米 力学 的 潜在 影响 。 

对 面向 传 感 应 用 的 动态 模式 下 操作 的 MEMS 结构 进行 尺度 降低 ， 最 主要 的 
重要 性 在 于 传感器 最 终 性 能 [灵敏度 和 最 低 检测 质量 (MDM)] 上 的 显著 提升 。 
事实 上 ， 一 个 共振 NEMS 生物 传感器 的 灵敏 度 与 它 的 共振 频率 直接 成 正比 ,与 
它 的 质量 成 反比 。 这 立刻 暗示 了 一 个 高 度 灵敏 的 机 械 生 物 传感器 将 具有 纳米 尺度 
的 结构 〈 也 就 是 说 ， 具 有 非常 低 的 飞 克 级 的 重量 ， 以 及 非常 高 的 兆赫 级 的 固有 共 
振 频 率 ) 。 此 外 ， 考 虑 到 振动 时 没有 能 量 的 耗 散 ， 这 样 的 一 种 结构 能 够 产生 高 品 
质 因数 (在 1000—10000 的 数量 级 ) 的 振荡 ， 于 是 能 够 高 精度 地 测定 共振 频率 、 
高 灵敏 度 地 测量 质量 。 此 外 ， 借 助 于 加 工 新 一 代 超 小 型 化 机 械 传感器 的 硅 技 术 ， 
林 外 诊断 行业 中 的 主要 需求 ， 例 如 无 标记 、 多 功能 、 实 时 、 可 靠 的 生物 传 感 操 
作 ， 能 够 通过 NEMS 生物 传感器 成 功 地 满足 。 

但 是 ， 至 今 还 没有 一 个 基于 NEMS 的 真正 运作 的 生物 传感器 例子 : 事实 上 ， 
当面 对 现实 时 ， 所 有 对 这 些 信 人 的 结构 进行 利用 的 希望 都 可 谓 消 失 殖 尽 。 人 们 很 
快 发 现 ， 当 把 生物 需求 与 纳米 尺度 下 的 技术 限制 结合 到 一 起 时 ， 问 题 的 复杂 程度 
呈 指 数 上 升 ， 即 使 是 在 解决 最 基本 的 问题 时 也 是 带 来 了 更 多 的 问题 ， 而 不 是 解决 
方案 。bioNEMS 竞赛 中 的 选手 们 必须 解 开 “NN 个 纳米 传感器 对 一 个 液体 介质 中 
的 N 个 不 同 物种 进行 检测 ”的 方程 。 这 同时 涉及 对 非 均 相 分 析 物 的 分 析 ， 把 特 
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异性 相互 作用 从 非特 异性 相互 作用 中 区 分 出 来 的 困难 ， 以 及 操作 纳米 装置 里 的 超 
高 密度 阵列 ， 该 操作 要 求 在 驱动 / 传 感 / 生 物 功能 化 方面 的 独立 寻 址 。 

最 终 ， 与 其 将 所 有 的 事项 作为 一 个 整体 进行 对 待 ， 到 目前 为 止 ， 人 们 提出 了 
只 代表 所 需 的 解决 方案 的 一 部 分 的 概念 证 明 实 验 〈 例 如 一 个 纳米 传感器 在 真空 
对 一 种 生物 物种 进行 检测 0053 ) 。 

为 了 充分 发 挥 NEMS 在 生物 传 感 应 用 中 的 潜力 ， 人 们 必须 克服 惊人 的 挑战 。 
在 这 里 ， 列 出 了 NEMS 生物 传 感 需 开 发 中 所 面临 的 最 主要 的 问题 。 












































4.2 面向 生物 传 感 应 用 的 NEMS 所 面临 的 挑战 


为 了 能 够 成 为 宏观 生物 传感器 的 可 行 替代 ， 共 振 NEMS 必须 同时 满足 三 个 
主要 要 求 : 高 的 质量 响应 率 CMR). {AS MDM 和 低 的 响应 时 间 CRT) 

毫 无 疑问 ， 如 理论 研究 中 所 强调 的 EKO ， 如 果 它 们 表现 出 超 高 的 品质 因 
数 ， 前 两 个 规格 (高 MR 和 低 MDM) 能 够 通过 NEMS 装置 理论 上 成 功 地 被 解 
决 。 这 样 的 预测 已 经 在 病毒 传 感 UM. DNA 分 子 的 枚 举 [95 、 单 分 子 纳米 
机 械 质 谱 CNM 092 和 气体 环境 中 的 化 学 传 感 〈 见 图 4. 1) BAR 12] 中 得 到 了 验证 。 
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c) d) 


图 4.1 a) 一 整 片 具有 图 案 化 NEMS 阵列 的 200 mm 晶 圆 的 照片 
) 一 个 含有 各 种 纳米 加 工 的 共振 器 阵列 结构 的 20 mm 唱 方 的 放大 照片 
co 一 个 悬臂 阵列 中 的 一 段 的 扫描 电子 显 微 照片 〈 插 图 : 一 个 
阵列 元 件 的 串 -并 联 组 合 电 连 接 的 示意 图 ) d) 一 个 单独 阵 
列 元 件 的 扫描 电子 显 微 照 片 〈 和 斜视 图)[BAR 121, 
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然而 ， 为 了 能 够 对 未 加 工 的 样品 进行 实时 分 析 ， 例 如 护理 点 分 析 中 的 生理 液体 ， 
测量 必须 在 液体 环境 下 完成 : 这 导致 了 目前 为 止 所 介绍 的 纳米 结构 〈 也 就 是 纳米 悬 
BD 的 品质 因数 的 大 大 降低 ， 使 它们 不 可 用 。 此 外 ， 为 了 作为 生物 传感器 使 用 ， 
NEMS 必须 进行 足够 的 功能 化 处 理 ， 至 今 ， 面 向 复 用 型 纳米 尺度 独立 式 结构 的 功能 化 
的 可 靠 并 简单 的 技术 解决 方案 非常 匮乏 。 最 后 ， 比 较 令 人 绝望 的 是 ， 在 理论 上 ， 纳 米 
尺度 传感器 还 被 证 明 在 实际 的 RT 尺度 下 是 不 能 胜任 的 NA%] ， 这 是 因为 扩散 的 限 
制 或 质量 输送 上 的 不 足 ， 如 果 这 一 点 被 得 到 证 实 的 话 ， 将 毫 无 疑问 地 阻碍 其 向 实际 的 
生物 传 感 应 用 方向 的 发 展 : 封装 在 这 里 发 挥 着 突出 的 作用 。 

在 下 面 的 内 容 中 ,将 试图 为 这 些 问题 提供 初步 的 解答 〈 不 涉及 其 他 NEMS 
大 型 阵列 的 复 用 操作 所 要 求 的 其 他 关键 方面 ， 例 如 那些 与 连带 的 读 出 电子 学 相关 
的 问题 )， 这 可 能 在 不 远 的 将 来 导致 一 代 NEMS 生物 传感器 的 出 现 ， 并 准备 好 解 
决 实际 的 应 用 问题 。 


4.2.1 与 纳米 机 械 转换 器 相关 的 问题 


在 NEMS 领域 里 大 多 数 出 版 物 的 共同 点 是 以 梁 为 基础 的 机 械 结 构 的 使 用 ， 
或 者 是 以 悬臂 的 形式 ， 或 者 是 桥 形 的 配置 。 尽 管 如 此 ， 当 使 用 梁 作 为 共振 生物 传 
感 器 时 ， 它 们 在 功能 化 步骤 中 受到 脆性 方面 的 限制 ， 更 重要 的 是 ， 它 们 在 液体 媒 
介 中 表现 出 较 低 的 品质 因数 〈 低 于 
50)[YA2 09] 。 这 一 点 与 梁 在 液体 中 振 
荡 的 衰减 相关 ， 直 接 影响 了 MDM, 
既而 影响 了 传感器 的 信 噪 比 。 

解决 那些 与 几何 相关 的 问题 的 一 
个 有 效 方法 是 考虑 替代 的 设计 和 /或 
变化 操作 配置 。 尽 管 后 一 个 解决 方案 
已 经 被 实施 ， 也 就 是 通过 使 用 横向 模 
式 共振 悬臂 将 水 中 的 品质 因数 提高 至 
67 [BEA 10) ， 看 起 来 最 有 前 途 的 方法 
是 探索 纳米 膜 状 几 何 结 构 的 潜力 。 事 
实 上 ， 在 过 去 , 已 经 有 大 量 工作 证 明 
膜 状 几何 在 液体 中 能 够 达到 较 高 的 品 
质 因数 ， 这 是 因为 在 一 定 的 范围 内 动 
态 行为 不 会 被 液体 的 黏度 所 改变 COL 。 图 4.2 一 个 包含 五 个 直径 为 440 jm 的 共 
图 4. 2)L^YE 07. ALA10] 。 此 外 ， 在 这 里 。 振 微 膜 阵 列 的 加 工 芯片 的 光学 照片 ， 该 芯 
值得 指出 的 是 ， 此 类 几何 形状 能 够 更 ”其 有 通过 一 个 压 电 薄 膜 实现 的 集成 的 驱 
好 地 适应 用 于 机 械 驱 动 、 位 移 传 感 和 动 和 传 感 解决 方案 > 
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生物 识别 的 额外 层 的 集成 。 尽 管 在 此 并 不 予以 讨论 ， 对 于 纳米 尺寸 的 机 械 结构 来 
说 ， 将 高 效 的 驱动 / 传 感 方案 与 材料 进行 集成 并 不 像 它们 的 宏观 类 似 物 那样 直观 ， 
这 将 需要 大 量 的 研究 工作 。 

将 微 膜 小 型 化 至 纳米 尺度 需要 使 用 纳米 加 工 工 具 ， 并 在 设计 方法 上 有 所 改 
aS. 传统 上 用 于 在 一 个 绝缘 体 上 硅 (SOD 基板 的 背面 加 工 微 膜 的 深 反 应 离子 刻 
蚀 (CRIE)INIC "5 并 不 适用 于 尺度 降低 ， 因 此 可 以 使 用 一 个 牺牲 层 获 得 悬挂 结构 
CWIL10 。 然 而 ， 为 了 避免 毛细 力 导 致 的 结构 南 塌 ,在 释放 的 过 程 中 必须 非常 小 
心 。 并 且 ， 为 了 避免 在 液体 中 对 这 些 装置 和 集成 的 传 感 和 驱动 方案 进行 操作 时 出 
现 的 问题 ， 需 要 加 工 全 封闭 的 膜 ， 而 该 方法 的 主要 缺点 是 很 难 做 到 这 一 点 。 
此 ， 需 要 尽快 提出 实现 NEMS 膜 的 新 的 加 工 方法 。 最 近 ， 一 个 有 趣 的 被 称 为 转 
E ED i SM 10 的 赫 代 技术 被 提出 ， 该 技术 通过 使 用 微 砌 筑 [KEV 12 的 方法 ， 只 需 
要 几 个 简单 步 又 即 可 加 工 独立 式 纳米 膜 。 然 而 ， 这 些 装 置 在 液体 中 能 和 否 发 生 适 当 
的 振荡 还 有 待 被 证 明 。 


4.2.2 与 NEMS 功能 化 相关 的 问题 


阻挡 面向 生物 监测 应 用 的 NEMS 装置 发 生 罕 破 的 一 个 主要 问题 还 停留 在 传 
感 器 的 生物 功能 化 上 ， 也 就 是 说 ， 将 探 针 分 子 接 枝 到 传感器 的 活性 表面 LARL 1 
。 尽 管 这 个 技术 难题 可 以 通过 使 用 从 下 至 上 的 方法 得 到 规避 ， 因 为 纳米 结构 可 以 
在 被 集成 为 装置 之 前 被 进行 功能 化 处 理 ， 当 考虑 到 NEMS 装置 是 通过 微 纳 加 工 
技术 获得 时 ， 该 操作 会 引 来 大 量 的 限制 。 事 实 上 ， 对 于 传 感 层 生 物 活 性 的 保留 将 
要 求 避 免 使 用 引起 探 针 分 子 降解 或 改变 的 后 续 加 工 步骤 ， 例 如 涉及 等 离子 体 和 真 
空 环境 或 刺激 性 化 学 物质 的 工艺 VELUM 。 这 意味 着 ,表面 改 性 很 有 可 能 会 在 加 
工 过 程 的 最 后 进行 ， 也 就 是 说 ， 在 纳米 结构 被 释放 之 后 。 因 此 ， 为 了 保持 传 感 絮 
的 完整 ， 将 探 针 分 子 输送 到 独立 式 的 易 碎 结构 上 时 必须 非常 小 心 。 

此 外 ， 对 NEMS 装置 的 大 型 阵列 的 功能 化 意味 着 亚 微米 图 案 能 够 在 一 个 较 
大 的 尺度 上 生成 。 因 此 ， 最 常见 的 依赖 于 将 整个 样品 浸没 到 一 个 专用 的 生物 化 学 
溶液 中 的 功能 化 方法 不 能 满足 创建 局 部 生物 功能 化 区 域 的 需求 FS%] 。 第 3 章 
中 介绍 的 许多 用 于 局 部 生物 功能 化 微米 尺度 传感器 的 技术 ,例如 喷 墨 印 制 [BE 04- 
和 利用 分 离 的 微 毛细 管 进行 液体 图 案 化 的 方法 MOK %3] ， 既 不 可 能 产生 亚 微米 级 
的 图 案 ， 也 不 太 可 能 被 扩大 规模 创造 较 大 的 复 用 阵列 。 还 有 ， 已 经 被 用 于 基因 必 
片 制造 的 光 刻 光 引 导 合 成 法 PPA 事实 上 适用 于 较 大 的 复 用 阵列 ， 但 衍射 极限 
使 它 很 难 被 用 于 纳米 尺度 图 案 化 。 已 经 被 证 明 为 MEMS 传感器 的 生物 功能 化 的 
有 用 工具 的 液 滴 分 配器 C ^N TI 也 不 适用 ， 这 是 因为 将 工具 从 表面 撤回 时 产生 的 
毛细 力 很 可 能 大 到 足以 破坏 纳米 结构 。 其 他 利用 尖端 液体 或 分 子 转移 的 方法 产生 
纳米 尺度 图 案 的 技术 ,例如 微型 钢笔 [SAY 7 和 扫描 探 针 ， 可 能 解决 与 易 碎 纳米 
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结构 的 生物 功能 化 相关 的 问题 ， 但 是 在 较 大 区 域 产 生 图 案 在 技术 上 看 起 来 很 难 实 
施 。 最 后 ， 可 以 想到 的 是 利用 在 可 寻 址 的 电极 CHAR 07. DES 07) 表面 引起 局 部 电化 
学 反应 的 有 趣 方法 ， 尽 管 如 此 ， 可 以 预见 到 ， 为 了 对 纳米 结构 的 单个 或 组 进行 访 
问 ， 会 引 来 对 电极 阵列 的 高 复 (high-maltipleing) 要求。 

考虑 到 在 固体 表面 局 部 沉积 生物 分 子 的 总 体 背景 ， 最 近 人 们 提出 了 使 用 微 接 
触 印 制 Cu CP) ERUM 9 对 大 尺度 的 独立 式 纳米 悬臂 阵列 进行 局 部 的 生物 功能 化 ， 
这 是 一 项 具有 纳米 尺度 分 辩 率 的 CCU 081. 高 度 并 行 的 沉积 技术 [PFC OT 。jCP 是 一 
项 “ 干 的 ”沉积 技术 ,已 知 能 够 在 沉积 后 完全 保持 生物 分 子 的 活性 。 提 出 的 方法 
基于 一 个 修改 的 uCP 工艺 ， 其 中 聚 二 甲 基 硅 氧 烷 (PDMS) 印章 的 凹 洞 实际 上 
被 用 来 转移 感 兴趣 的 分 子 ， 而 印章 突出 的 部 分 在 印 制 步 又 中 提供 机 械 支持 ， 并 可 
以 额外 用 来 在 阵列 的 非 活性 部 分 沉积 阻 断 分 子 LOUTI] 。 该 印章 被 设计 成 在 放置 
在 一 个 表面 并 施加 压力 时 ， 四 洞 
































的 底部 会 与 该 表面 接触 ， 从 而 允 m 
许 分 子 在 不 引起 结构 上 存在 过 大 a| ” 7 ESO 
力 的 情况 下 发 生 转 移 。 该 功能 化 È Raptor 
过 程 在 图 4. 3 中 给 出 ， 包 含 两 个 E 
阶段 : PDMS 印章 的 制备 和 芯 墨 ， 
以 及 实际 的 印 制 或 转移 过 程 。 
最 近 ， 利 用 修改 的 pCP 技术 
( 见 图 4.4)， 人 们 展示 了 在 密度 
高 达 10 纳米 结构 /cm2 的 独立 式 F 


纳米 悬臂 阵列 上 进行 功能 化 的 操 
作 。 通 过 对 特异 性 和 非特 异性 标 
记 的 二 次 抗体 进行 培育 和 殉 光 成 
像 ， 沉 积 在 纳米 悬臂 上 的 抗体 的 图 4.3 利用 PDMS 印章 的 NEMS 功能 化 工艺 的 示 
适当 的 生物 活性 以 及 一 个 牛 血清 意图， 可 以 使 用 两 种 方法 : CAO 通过 微 接触 印 制 
白 蛋白 (BSA) 的 有 效 的 阻挡 性 ”进行 表面 功能 化 ， 随 后 利用 一 个 批量 工艺 对 剩余 
能 被 进行 了 评定 。 此 外 ， 对 纳米 ”的 表面 进行 阻 断 。(B) 表面 功能 化 和 钝 化 均 通 
悬臂 在 功能 化 和 生物 识别 前 后 的 。 过 微 接 触 印 制 完成 。(1) 使 用 需要 的 分 子 〈 例 
共振 频率 的 测量 表明 ， 利 用 CP 如 IgG1) 对 印章 进行 芯 墨 。(2) 洗涤 并 干燥 印 



















































































MH zm M PA y Ei v A, 3 通 过 进行 次 日 x E 章 E H yt 

进行 装置 功能 化 没有 损害 其 纳米 
T 1H UL, HL AE Et HJ es Tb FF AUR. 

结 ’ j FA M bd ( 

2 odd jd tad 使 用 防 污 分 子 (BSA) PENSE PEAT MERE. OD 在 

感 能 力 ， 因 此 为 NEMS 生物 传 感 。 将 印章 和 芯片 对 齐 后 进行 打印 。(4A) 对 含有 

句 的 功能 化 提供 了 一 个 雄厚 的 技 — 防 污 分 子 (BSA) 的 芯片 进行 培育 。(5) NEMS 



































术 解 决 方案 ALIS, 生物 功能 化 过 程 的 结果 OSA in 
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18000 


原始 荧光 (计数 ) 


= [gG1 
=æ BSA 





—— ERRED UR (ZEB) 
-一 在 印 制 [g5G1 并 利用 特异 的 IgG2 培 育 后 


幅度 (相对 值 ) 





6.75 6.80 6.85 6.90 
频率 /MHz 


图 4.4 E: 利用 CP 图 案 化 技术 对 一 个 纳米 悬臂 阵列 进行 功 
能 化 (SAL 1 。 在 单一 步 又 中 ， 通 过 印 制 Alexa Fluor 660 IgG 和 






































Fluorescein-BSA 进行 功能 化 后 的 纳米 悬臂 阵列 的 受 加 莹 光照 片 
(比例 尺 : 50 pm)。 搬 图 提供 了 含有 荧光 曲线 的 阵列 的 一 个 
放大 区 域 。 下 : 一 个 单个 悬臂 的 共振 频率 曲线 ， 其 中 (a) 
为 IgG1 印 制 后 ， 并 与 一 个 特异 的 IgG2 发 生 了 相互 作用 ， 

Cb) 为 在 去 除 所 有 的 印 制 和 捕获 的 生物 分 子 后 [SAL 121 
































4.2.3 封装 和 样品 制备 的 重要 性 


传感器 小 型 化 的 另外 一 个 固有 问题 是 最 终 检测 极限 的 到 达 ， 也 就 是 说 ， 在 保 
持 一 个 可 以 接受 的 RT 的 同时 ， 对 于 目标 的 单个 或 寿 干 的 副本 进行 检测 。 一 个 生 
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物 目 标 找 到 生物 传感器 的 活性 层 ， 并 引起 一 个 可 测量 的 事件 所 需要 的 时 间 取 决 于 
在 较 差 的 质量 输送 条 件 下 的 散射 和 扩散 效应 。 因 此 ， 很 显然 ， 捕 获 表 面 越 小 ， 目 
标 与 传感器 发 生 作 用 所 需 的 时 间 越 长 ， 换 句 话 说， 传感器 的 RT RRK. Æ 2005 
Æ, Sheehan 和 Whitman 理论 上 阐明 了， 在 扩散 控制 情况 中 ， 在 一 个 1 fM fm 
液 中 ， 一 个 20 ERAH DNA (扩散 常数 为 150pm?/s) 需要 几 小 时 才能 到 达 
一 个 纳米 尺度 的 传感器 ， 对 于 一 个 直径 为 100pm 的 半球 形 传感器 来 说 ， 这 个 时 
间 则 减少 到 几 十 秒 〈 见 图 4.5)[SHE0J 。 这 表明 了 NEMS 生物 传感器 用 于 超 灵 敏 
检测 的 潜力 与 实际 检测 时 间 尺 度 不 兼容 的 动态 响应 之 间 的 对 抗 。 

面 对 这 一 权衡 的 一 个 方法 
是 提高 目标 分 子 的 质量 输送 。 
这 可 以 利用 专用 的 流体 设置 ， 
通过 压强 或 电动 驱动 的 流 提高 
体积 流量 来 完成 。 然 而 ， 提 高 
流量 不 一 定 会 大 大 地 提升 目标 
到 传感器 表面 的 通 量 ， 因 为 提 
升 的 流量 在 较 大 面积 的 传感器 
上 比 纳米 装置 要 更 大 。 这 是 因 10n 100n 
为 对 于 较 大 面积 的 传感器 来 

说 ， 在 较 早 的 时 间 点 存在 着 消 图 4.5 当 浸没 在 一 个 半 无 限 LIM 溶液 中 时 ， 通 过 静 
耗 溶液 所 获得 的 较 高 浓度 梯度 态 扩 散在 一 个 半球 形 传感器 上 累积 1 个、10 个 和 

引起 的 一 定 程度 的 瞬 态 增强 ， 100 个 分 子 所 需 的 时 间 (扩散 常数 为 150pm?/s， 
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而 在 纳米 传感器 中 ， 溶 液 中 目 单 链 DNA 约 为 20 个 碱 基 长 度 ) 。 对 于 半径 
标 消 耗 的 程度 最 小 小 于 10 pm 的 传感器 来 说 ， 需 要 的 时 


[ 半径 发 生 线 性 变化 [SHE 05] 
因此 ， 对 于 超 低 样 品 浓度 间 随 着 半径 发 生 线 性 变化 


来 说 ， 为 了 提高 传感器 附近 被 
检测 的 分 析 物 的 浓度 ， 达 到 实际 可 行 的 检测 时 间 的 最 简单 的 路 径 是 在 分 析 前 进行 
芯片 上 的 目标 富 集 。 为 了 达到 这 一 目标 ， 人 们 最 近 在 微 纳 流 控 设 备 上 开发 了 几 项 
技术 。 例 如 电动 驱动 的 方法 ， 该 方法 对 生物 标记 物 周 围 的 双 电 层 进行 操纵 ， 已 经 
被 证 明 可 以 达到 百 万 倍 水 平 的 局 部 生物 标记 物 富 集 [YAN 8] ， 这 尤其 是 因为 较 大 
的 体积 减少 ， 以 及 在 纳 流 控 设备 界面 处 使 用 的 离子 浓 差 极 化 EE OS) 。 最 近 ， 一 
个 纳 流 控 分 子 坝 的 概念 被 提出 ， 其 中 电动 力 和 负 介 电泳 分 别 被 用 于 驱动 分 子 靠 近 
或 远离 一 个 介 电 纳米 压缩 物 ， 导 致 在 该 压缩 物 附近 实现 较 快 的 目标 累积 。 利 用 这 
一 技术 ， 人 们 已 经 成 功 地 证 明 在 几 秒 内 可 以 达到 百 万 倍 水 平 的 蛋白 质 富 集 ， 例 如 
HERR AR DUAE, 

男 一 个 抵消 活性 区 域 小 型 化 给 传感器 RT 带 来 的 负面 影响 的 方法 是 选择 一 个 
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权衡 的 策略 ， 该 策略 中 单个 NEMS 装置 不 是 被 独立 考虑 ， 而 是 作为 一 个 类 似 装 
置 的 功能 阵列 的 一 部 分 考虑 SAMI 。 这 个 范例 允许 人 们 在 保留 单个 设备 的 高 
MR 和 低 MDM 等 好 处 的 同时 ， 对 该 NEMS 阵列 的 颇 高 的 捕获 区 域 进 行 利 用 ， 
使 得 RT 达到 实际 相关 性 。 然 而 ， 在 该 情况 下 ， 为 了 降低 目标 分 子 在 敏感 区 域外 
发 生 吸 附 的 可 能 性 ， 从 而 实现 超 低 浓 度 水 平 的 检测 ， 含 有 多 个 由 单一 类 型 探 针 分 
子 功 能 化 的 传感器 的 芯片 的 非 活 性 区 域 必须 利用 一 个 防 污 膜 进行 充分 涂 布 。 

此 外 ， 从 实际 的 角度 来 看 ， 在 含有 几 种 更 高 浓度 水 平 (> mg/mL) 的 其 他 
4f GRAS) 的 生理 介质 中 对 如 此 低 浓度 水 平 (ng/mL) 的 目标 进行 检测 的 
需求 导致 一 个 相关 问题 的 出 现 CAND 021 。 即 使 小 型 化 的 传感器 平台 能 够 在 不 含 干 
扰 蛋 白质 的 情况 下 在 要 求 的 灵敏 度 水 平 上 对 这 些 生 物 标记 物 进行 检测 ， 如 果 它 们 
对 背景 蛋白 质 有 着 甚至 是 bpm-ppb CX10-5-x10-?) 水 平 的 反应 ， 在 临床 环境 
里 它们 仍然 是 不 相关 的 。 此 外 ， 这 强调 了 人 们 对 在 生物 液体 中 国定 有 捕获 探 针 的 
传感器 附近 ， 用 于 生物 标记 物 相 对 其 他 蛋白 质 进 行 有 选择 地 富 集 的 方法 的 需求 。 

尽管 如 此 ， 实 现 一 个 真正 可 携带 的 生物 传 感 装置 的 前 提要 求 在 分 析 之 前 完成 
芯片 上 的 样品 制备 ， 例 如 护理 点 应 用 。 这 就 要 求 将 样品 制备 集成 到 传 感 平 台 上 ， 
这 对 于 所 有 类 型 的 集成 生物 传感器 来 说 都 很 常见 ， 该 必要 性 被 合理 地 指出 为 “ 微 
流 控 型 生物 监测 的 薄弱 环节 ”[MAR 08] 。 对 于 如 何在 芯片 上 替换 或 集成 用 于 在 医 
学 实验 室 中 制备 生物 样品 的 各 种 步骤 ， 例 如 离心 、 纯 化 或 提取 ， 可 以 在 芯片 实验 
室 (MAR 10] 和 微 全 分 析 系 统 Cu T ASOLREY 02. AUR 021 领域 找到 初步 的 答案 。 目 前 ， 
专用 技术 解决 方案 正在 被 实施 ， 从 而 复制 用 于 在 芯片 上 进行 任何 样品 制备 的 工艺 
流程 : 将 这 些 技术 模块 与 小 型 化 MEMS 和 NEMS 传感器 进行 合并 的 工作 正在 进 
行 中 。 








































































































4.3 经 济 上 的 考虑 


对 于 体外 诊断 AVD) 来 说 ， 纳 米 技术 被 用 于 开发 新 型 的 生物 传 感 顺 ， 其 目 
标 包括 改进 并 使 目前 的 生物 传 感 方案 更 灵敏 ， 为 护理 点 应 用 铺 平 道 路 ， 或 开发 多 
新 的 诊断 测试 平台 。 作 为 一 个 整体 ， 纳 米 技术 使 能 TVD 可 以 被 笼统 地 分 为 两 种 
主要 的 方法 : 中 利用 纳米 颗粒 作为 生物 分 子 的 标记 物 ; 名 利用 独立 式 纳米 结构 作 
为 生物 应 用 的 新 型 传感器 平台 。 

纳米 技术 使 能 IVD 的 商业 化 努力 正在 全 球 崛 起 。 最 近 的 一 项 研究 发 现 超过 
30 家 企业 [大 多 数 是 小 型 或 中 型 企业 CSM) 以 及 创业 公司 ] 在 市 场 上 拥有 纳米 
技术 使 能 产品 ， 考 虑 到 此 领域 的 首 篇 文章 是 在 20 世纪 90 年 代 后 期 发 表 的 
LWAG OS] ， 这 一 事实 还 是 很 不 寻常 的 。 在 2010 年 年 底 ， 相 应 地 销量 被 估计 超过 6 
亿 欧 元 ， 这 只 代表 了 整体 IVD 潜在 市 场 环境 的 2.7%。 
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的 发 展 阶段 ， 目 前 只 有 生物 医学 研究 的 应 用 被 发 现 。 但 是 ， 有 几 个 公司 将 这 些 系 


统 进 一 








步 发 展 到 临床 应 用 ， 例 如 Bioforce Nanosciences (美国 ) 或 Concentris 


(瑞士 ) 公司 。BioNEMS 创业 公司 将 面临 着 巨大 的 阻碍 ,包括 医疗 产品 的 监管 


中 ， 对 于 pioNEMS 来 说 ， 在 纳米 技术 使 能 IVD 市 场 中 获得 
药 行 业 不 愿意 将 这 样 的 系统 作为 下 一 个 较 大 的 努力 方向 进行 大 量 








投资 者 的 质疑 和 针对 性 差 的 业务 计划 ， 最 后 一 点 已 经 成 为 创业 公司 破产 的 











例如 Cantion (丹麦 )、Sensia (西班牙 ) 或 Protiveris (美国 ) ZA 








司 。 
成 功 的 最 大 挑战 是 
投资 。 但 是 致力 
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于 逐年 提供 更 高 的 收益 ， 医 药 公 司 必 须 在 以 较 低 的 成 本 生产 产品 的 同时 ， 提 供 医 











疗 收益 ， 或 者 使 研发 更 高 效 。 
将 bio-NEMS 相关 技术 的 复杂 度 降 至 最 低 将 会 解决 前 面 提 到 的 问题 ， 同 时 提 
高 产品 通过 监管 过 程 的 速度 ， 缩 短 上 市 时 间 。 
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第 5 章 ”对 比 生物 传感器 的 性 能 : 不 可 能 完成 的 任务 ? 














尽管 第 2 章 中 给 出 的 生物 传 感 平台 的 综述 并 不 全 面 ， 却 提出 了 一 个 重要 的 问 
题 : 对 于 这 些 系统 来 说 ， 比 较 的 标准 是 什么 ?在 最 后 总 结 的 一 章 ， 为 了 对 
MEMS 生物 传感器 的 利益 和 优势 提供 一 个 评估 方法 ， 将 试图 对 这 一 关键 问题 进 
行 解答 。 

前 言 中 介绍 的 生物 传感器 的 分 类 为 用 于 对 各 种 生物 传 感 方法 的 性 能 进行 比较 

的 标准 提供 了 一 些 概念 。 事 实 上 ， 可 以 考虑 技术 或 生物 的 因素 。 
如 果 必 须 基 于 技术 因素 对 市 售 系统 进行 比较 ， 将 认为 这 是 一 种 “幸运 的 ” 情 
况 。 事 实 上 ， 当 购买 一 个 市 售 系统 时 ， 用 户 会 获得 一 个 数据 集 ; 这 些 数 据 集 通常 
与 分 析 物 的 流动 曲线 和 速度 范围 、 典 型 的 样品 容量 、 工 作 温 度 、 灵 敏 度 、 测 量 分 
辩 率 等 相关 的 规格 有 关 。 即 使 这 些 数据 足够 全 面 和 精确 ， 大 多 数 时 候 因为 它们 与 
一 种 特定 的 转 导 模式 、 一 个 特别 的 探测 物种 〈 蛋 白质、 小 分 子 、 细 胞 等 ) Eno 
传感器 的 一 个 给 定 的 功能 化 策略 等 相关 ， 很 难 对 它们 进行 比较 ， 更 不 用 说 通常 不 
够 资格 的 非 市 售 系统 。 

考虑 生物 因素 的 情况 又 如 何 呢 ? 考虑 到 生物 的 评价 标准 ， 不 同 生物 传 感 系统 
应 该 在 一 个 特定 的 检测 情况 下 针对 一 个 给 定 的 分 析 物 〈 例 如 一 种 抗体 ) 进行 比 
较 。 为 了 对 各 种 系统 的 性 能 上 的 差异 来 源 有 更 好 的 了 解 ， 这 第 二 种 方法 看 起 来 似 
乎 满足 了 大 多 数 重要 的 要 求 〈 如 果 不 是 全 部 要 求 的 话 ) 。 

对 于 已 知 的 生物 传 感 系统 进行 比较 的 一 个 相关 例子 由 Glass 等 人 LOA 972 给 
出 。 该 文 作者 对 三 个 免疫 检测 系统 的 最 小 检测 浓度 LDO 和 动态 范围 CDR) 
进行 了 比较 ， 在 每 个 系统 上 都 使 用 了 四 种 不 同 的 抗体 (所 有 抗体 均 对 同一 个 分 析 
物 具 有 特异 性 ， 但 亲和力 不 同 )。 被 评估 的 系统 包括 行业 的 标准 方法 [ 酶 联 免疫 
吸附 测定 法 (ELISA)] 和 两 个 生物 传 感 平 台 (表面 等 离子 体 共振 和 平衡 弃 除 )。 
抑制 曲线 (反应 与 分 析 物 浓度 的 关系 ) 的 测量 由 外 部 的 专家 或 生物 传感器 生产 商 
承包 完成 ， 他 们 均 被 提供 了 同样 的 盲 样 。 生 物 传感器 生产 商 报道 了 每 种 抗体 的 平 
衡 解 离 常数 Ka) 的 估计 值 。 在 平衡 弃 除 生物 传感器 上 观察 到 的 LDC 和 DR 与 
Ka 限定 检测 的 解释 一 致 ， 而 来 自 另 一 个 生物 传感器 和 ELISA 的 LDC 和 DR fH 
显示 出 检测 极限 在 Ka 限定 性 能 之 上 。 因 为 所 有 抑制 数据 和 与 该 系统 测 得 的 Ka 
相关 的 理论 极限 均 不 矛盾 ， 每 一 个 生物 传感器 的 LDC 和 DR 值 都 是 自治 的 ， 然 
而 在 平台 间 明 显存 在 着 一 些 矛 盾 。 使 用 多 个 具有 不 同 Ka 值 的 抗体 使 得 结果 更 为 
可 信 ， 因 为 这 样 观 察 到 的 性 能 上 的 不 同 是 与 免疫 测定 系统 相关 的 ， 而 不 是 与 某 种 
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特定 的 分 析 物 相关 。 

另 一 个 利用 “生物 因素 ”的 标准 进行 对 比 的 例子 是 2004 年 组 织 的 EILA- 
Tox-Oregon Biomonitoring Workshop LOSH %4] ， 该 研讨 会 收集 了 面向 环境 毒物 检 
测 的 一 组 多 样 化 的 技术 。 该 工作 的 目标 是 挑战 生物 测定 方法 不 能 在 个 人 实验 室 的 
安全 范围 内 被 可 靠 地 使 用 这 一 主张 。 被 提供 给 每 个 参与 的 实验 室 的 盲 样 包含 一 系 
列 多 样 的 处 在 有 毒 浓度 的 毒物 。25mL 一 份 的 盲 剂 样品 被 通过 将 化 学 物 溶解 在 合 
成 水 中 制 得 。 有 毒 试剂 的 清单 在 实验 进行 前 提供 给 参与 者 ， 但 是 育 样 的 毒素 标识 
直到 研讨 会 结束 才 被 公布 。 市 售 的 试剂 盒 以 及 原型 测定 法 均 被 包含 在 该 研究 中 。 
来 自 该 研讨 会 发 现 的 几 个 值得 指出 的 观察 有 : 尽管 对 于 生物 监测 技术 进行 直接 的 
比较 是 有 问题 的 《有 两 个 原因 : 因为 时 间 、 材 料 或 行程 的 限制 ， 在 研讨 会 期 间 ， 
一 些 组 只 能 对 有 限 数目 的 样品 进行 处 理 ; 在 不 同 技术 间 的 毒素 样品 的 稀释 水 平 并 
不 是 完全 统一 的 )， 不 管 技 术 的 成 熟 程度 如 何 ， 在 任何 一 种 技术 中 ， 都 没有 假 阳 
性 结果 被 报道 。 

最 后 一 个 例子 在 图 5. 1 中 给 出 ， 其 中 技术 和 生物 因素 被 结合 考虑 ， 以 展示 
MEMS 在 标准 技术 只 能 提供 部 分 满意 结果 的 情况 下 的 表现 。 在 这 个 案例 中 ,无 
标记 和 基于 标记 的 技术 被 用 于 测量 各 种 样品 (从 加 标 缓冲 液 到 真正 的 人 体 血清 ) 
中 前 列 腺 特异 性 抗原 (PSA) 的 水 平 : PSA 是 由 前 列 腺 (男性 中 ) 或 乳房 CX 
性 中 ) 上 皮 产 生 的 一 种 丝氨酸 和 蛋白酶 ， 当 被 发 现 高 于 4ng/mL (男性 血清 ) 或 1 
fg/mL (女性 血清 ) 时 ， 被 认为 是 前 列 腺 癌 的 阳性 肿瘤 标志 物 。 


PSA 临 界 值 : 4 ng/mL^ (4) 
1 fe/mLs (9) 
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图 5.1 根据 最 小 检测 浓度 进行 分 类 的 应 用 于 PSA 检测 的 生物 传感器 形式 的 例子 
(MEMS, 微机 电 系 统 ; SPR， 表 面 等 离子 体 共振 ; QCM,， 石英 晶体 微 天 平 ; PCR， 
聚合 酶 链 反 应 ;ELISA， 酶 联 免疫 吸附 测定 法 ，SERS， 表 面 增 强 拉 曼 光 谱 ) 
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这 些 例子 强调 了 当 基 于 发 表 的 或 生产 商 提供 的 记录 数据 (例如 单个 系统 的 
LDC 和 DR) 对 系统 试图 进行 比较 时 的 几 个 复杂 的 问题 ， 首先， 如 果 使 用 了 不 同 
的 抗体 ， 则 比较 可 能 反映 出 抗体 对 于 LDC 的 贡献 ， 而 不 是 免疫 测定 系统 的 贡献 ; 
其 次 ， 即 使 抗体 是 一 样 的 ， 测 量 结果 通常 会 包含 反映 专业 人 员 技 能 的 成 分 ， 比 较 















































会 使 用 非 等 效 的 方法 或 假设 ， 导 致 比较 无 效 。 

总 而 言 之 ,为 了 能 够 让 同一 个 专业 人 员 进 行 目标 生物 测定 (如 果 可 能 的 话 ) 
并 使 用 类 似 的 生物 模型 解释 数据 ， 对 于 一 个 给 定 的 应 用 ， 找 到 正确 的 生物 传感器 
的 黄金 通道 仍然 需要 对 集合 了 各 种 类 型 生物 传 感 系 统 的 平台 的 访问 。 

最 后 ， 具 有 这 人 么 多 的 系统 选择 本 身 是 不 是 将 选择 复杂 化 了 呢 ? 这 是 另 一 个 需 
要 被 回答 的 问题 ， 不 过 可 以 肯定 ，MEMS 技术 将 在 需要 高 灵敏 度 、 便 携 式 (从 
而 实现 集成 并 低能 耗 ) 无 标记 传 感 平台 的 面向 特定 应 用 的 新 型 生物 传感器 中 扮演 
重要 的 角色 。 
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